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Das letale Toxin (TcsL) und das hemorrhagische Toxin (TcsH) stellen die 
Hauptpathogenitätsfaktoren von Clostridium sordellii dar. C. sordellii ist ein Auslöser 
von Myonekrose (Gasbrand) und nekrotisierender Fasciitis. TcsL mono-glucosyliert 
und inaktiviert dadurch niedermolekulare GTP-bindende Proteine der Rho- und Ras-
Familie. Daraus resultiert eine Reorganisation des Aktinzytoskeletts („zytopathischer 
Effekt“) sowie die Initiation von Apoptose. Die Inaktivierung von H/K/N-Ras führt zu 
einer Hemmung von Signalwegen, die das zelluläre Überleben regulieren, wie dem 
Raf/ERK-, dem RalGEF/Ral- oder dem PI3K/Akt-Signalweg. Diese Arbeit beruht auf 
der Hypothese, dass die Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges kritisch für die TcsL-
induzierte Apoptose ist. In dieser Arbeit wird die anti-apoptotische Gallensäure 
Tauroursodeoxycholsäure (TUDCA) als pharmakologisches Werkzeug genutzt, um 
den PI3K/Akt-Signalweg unabhängig von H/K/N-Ras zu aktivieren. 
Die Glucosylierung von H/K/N-Ras durch TcsL induziert die Dephosphorylierung 
(Inaktivierung) von Akt. Die TcsL-induzierte Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges 
lässt sich durch TUDCA-Behandlung aufheben, da TUDCA die TcsL-induzierte Akt-
Dephosphorylierung verhindert. TUDCA unterdrückt zudem die TcsL-induzierte 
Apoptose, wie anhand der Endpunkte Caspase-3-Aktivierung, Phosphatidylserin-
externalisierung und Reduktion der metabolischen Aktivität (WST-1-Test) gezeigt 
wird. Der anti-apoptotische Effekt von TUDCA wird sowohl durch den PI3K-Inhibitor 
LY294002 als auch den Akt-Inhibitor aufgehoben. Dies zeigt, dass der anti-
apoptotische Effekt von TUDCA PI3K/Akt-anhängig ist. 
Toxin A (TcdA) und Toxin B (TcdB) ähneln TcsL bezüglich Struktur und Funktion, 
glucosylieren aber ausschließlich niedermolekulare GTP-bindende Proteine der Rho-
Familie. TUDCA entfaltete weder in TcdA- noch in TcdB-behandelten Zellen eine 
anti-apoptotische Wirkung. Somit war der anti-apoptotische Effekt von TUDCA für 
TcsL, d.h. für ein Ras-glucosylierendes Toxin, spezifisch.  
Zellen reagieren auf die Inaktivierung Rho/Ras-abhängiger Überlebenssignalwege 
durch TcdA, TcdB und TcsL mit einer Aktivierung der p38 MAP Kinase (p38 MAPK). 
Die p38 MAPK-Aktivität ist kritisch für die Toxin-induzierte Apoptose, da die 
Hemmung der p38 MAPK durch SB203580 vor Apoptose schützte. Die p38 MAPK 
wirkte somit in diesem System pro-apoptotisch. TUDCA stellt derzeit ein in den USA 
zugelassenes Pharmakon zur Behandlung von Gallensteinen dar. Weiterhin wird ein 




degenerativen Erkrankungen erprobt. Die gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass 
TUDCA auch zur Behandlung von Erkrankungen geeignet sein könnte, die durch 
toxigene C. sordellii ausgelöst werden.  
 
Schlagworte:  










Lethal Toxin (TcsL) and hemorrhagic toxin (TcsH) are the main pathogenicity factors 
of Clostridium sordellii. C. sordellii is asscociated with myonecrosis and necrotizing 
fasciitis. TcsL mono-glucosylates and thereby inactivates low molecular weight GTP-
binding proteins of the Rho- and Ras-family, resulting in actin-reorganization 
(“cytopathic effect”) and apoptosis induction. Inactivation of H/K/N-Ras inhibits 
cellular survival pathways like Raf/ERK, RalGEF/Ral or PI3K/Akt. This study is based 
on the hypothesis, that inhibition of the PI3K/Akt-survival pathway is critical for TcsL-
induced apoptosis. In this study, the anti-apoptotic bile acid tauroursodeoxycholic 
acid (TUDCA) was applied as pharmacological tool to activate the PI3K/Akt-pathway 
independently of H/K/N-Ras. 
Glucosylation of H/K/N-Ras by TcsL induced de-phosphorylation (inactivation) of Akt. 
The TcsL-induced inhibition of the PI3K/Akt-pathway was prevented by TUDCA 
because TUDCA blocked TcsL-induced Akt de-phosphorylation. Furthermore, 
TUDCA prevented TcsL-induced apoptosis as shown by activation of caspase-3, 
phosphatidylserine-exposure, and reduction of metabolic activity (WST-1-test). The 
anti-apoptotic effect of TUDCA was abolished by the PI3K-inhibitor LY294002 and 
the Akt-inhibitor. Thus, the anti-apoptotic properties of TUDCA depended on 
PI3K/Akt-activity. 
Toxin A (TcdA) and Toxin B (TcdB) are related to TcsL concerning structure and 
catalytic activity. In contrast to TcsL, TcdA and TcdB specifically glucosylate low 
molecular weight GTP-binding proteins of the Rho-family but not of the Ras-family. 
TUDCA was neither capable of preventing apoptosis in TcdA- nor in TcdB-treated 
cells. Thus, the anti-apoptotic effect of TUDCA was specific for the Ras-glucosylating 
TcsL. 
Inactivation of Rho-/Ras-dependend cellular survival pathways by TcdA, TcdB, and 
TcsL is accompanied by activation of the p38 MAP kinase (p38 MAPK). Inhibition of 
p38 MAPK by SB203580 prevented toxin-induced apoptosis, indicating the critcial 
pro-apoptotic role of p38 MAPK. In the US, TUDCA is approved as a gallstone 
preventative. Due to its anti-apoptotic activity, TUDCA is under investigation for its 
potential as a therapeutic modulator of apoptosis-related diseases, e.g. of neuro-
degenerative diseases.  This study suggests that TUDCA may represent a new 
concept for the treatment of diseases associated with toxigenic C. sordellii. 
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1.1 Clostridium sordellii  
C. sordellii ist ein anaerobes, sporenbildendes Bakterium. Infektionen mit C. sordellii 
können bei offenen Wunden vermehrt nach der Geburt, bei gynäkologischer 
Behandlung oder durch Spritzen von Drogen auftreten, sind aber beim Menschen 
selten (Aldape et al., 2006; Kimura et al., 2004, Sinave et al., 2002). C. sordellii ist 
ein Auslöser von Myonekrose (Gasbrand) und nekrotisierender Fasciitis, oft begleitet 
von einem toxischen Schock. Klinische Symptome sind Übelkeit, Schwindel, 
Lethargie, Hypotonie und Herzrasen (Genth et al., 2009). Bei Schafen und anderen 
Nutztieren löst TcsL hämorrhagische Enteritis, Enterotoxämie sowie Myonekrosen 
aus (Manteca et al., 2001; Sasaki et al., 2000) und kann zu plötzlichem Tod führen 
(Lewis & Naylor, 1998). Pathogene C. sordelli-Stämme produzieren verschiedene 
Virulenzfaktoren:  Das letale Toxin (TcsL), das hämorrhagische Toxin (TcsH), ein 
Hemolysin, eine DNase, eine Collagenase und eine Lysolecithinase.   
 
 
1.2 Clostridium difficile  
C. difficile ist ebenfalls ein anaerobes, sporenbildendes Bakterium. Die 
Hauptpathogenitätsfaktoren Toxin A (TcdA) und Toxin B (TcdB) sind der Auslöser 
der Antibiotika-assoziierten Diarrhoe und der pseudomembranösen Colitis (Kelly et 
al., 1994; Kelly & Lamount, 1998; Bartlett et al., 1994). Diese Erkrankungen werden 
durch Einsatz von Breitspektrum-Antibiotika begünstigt, da diese eine Schädigung 
der physiologischen Flora des Dickdarms auslösen und dadurch eine Besiedlung mit 
dem sporenbildenden Bakterium C. difficile erleichtern (Just & Gerhard, 2004).  
 
 
1.3 Clostridiale glucosylierende Toxine 
TcsL, TcsH, TcdA und TcdB werden aufgrund ihrer inhärenten Glucosyltransferase-
aktivität als „Clostridiale glucosylierende Toxine“ klassifiziert (Genth et al., 2008;  
Jank & Aktories, 2008; Aktories & Just, 2005). Früher trug diese Toxinfamilie den 
Namen „Große Clostridiale Zytotoxine“ (Just & Gerhard, 2004). Alle Mitglieder dieser 
Toxinfamilie weisen eine hohe Ähnlichkeit auf Aminosäureebene auf (Busch & 




zwischen 270 und 308 kDa (Schirmer & Aktories, 2004). Sie bestehen aus einer N-
terminal lokalisierten Glucosyltransferasedomäne (A) und einer Transportdomäne (B) 
(Abb. I) und werden daher als AB-ähnliche Toxine klassifiziert. Die Transportdomäne 
ermöglicht die Aufnahme des Toxins in die Zelle durch rezeptorvermittelte 
Endozytose (Abb. II). Die Transportdomäne gliedert sich in eine C-terminale 
Rezeptorbindedomäne, eine Transmembrandomäne und eine Cysteinprotease-
domäne (Abb. I). Die Rezeptorbindedomäne besteht aus repetitiven Peptidelementen 
(combined repetitive oligopeptides = CROPs) (Von Eichel-Streiber et al., 1993), die 
eine Bindung an bestimmte Zuckerstrukturen ermöglichen. Die rezeptorvermittelte 
Endozytose wird durch Bindung der Rezeptorbindedomäne des Toxins an einen 
derzeit noch nicht identifizierten Rezeptor an der Zelloberfläche eingeleitet. 
Anschließend schnürt sich ein Toxin-haltiges Vesikel von der Membran ab, das zu 
einem Endosom prozessiert wird. Über eine Ansäuerung durch eine ATP-abhängige 
Protonenpumpe auf etwa pH 5 wird eine Konformationsänderung des Toxins 
eingeleitet (Qa´Dan et al., 2000). Durch die gesteigerte Hydrophobizität lagert sich 
das umgefaltete Toxin in die endosomale Membran ein. Die Transmembrandomäne 
erzeugt eine Pore bzw. einen Kanal (Barth et al., 2001), durch welche die                
N-terminale Glucosyltransferasedomäne in das Zytosol freigesetzt wird (Rupnik et 
al., 2005; Pfeifer et al., 2003). Die Abspaltung der Glucosyltransferasedomäne wird 
durch eine Cysteinprotease vermittelt (Egerer et al., 2007) und durch den 
eukaryotischen Faktor Inositolhexaphosphat (InsP6) der Wirtszelle unterstützt 
(Reineke et al., 2007; Egerer et al., 2009). Für TcdB wurde gezeigt, dass ein Motiv 
bestehend aus den Aminosäuren Asp587, His653 und Cys698 (DHC-Motiv) für die 
Spaltung essentiell ist (Egerer et al., 2007). Das DHC-Motiv ist in allen clostridialen 
glucosylierenden Toxinen konserviert. Die freigesetzte Glucosyltransferasedomäne 
katalysiert im Zytosol die Glucosylierung von niedermolekularen GTP-bindenden 
Proteinen der Rho- und Ras-Unterfamilien. Das DXD-Motiv bestehend aus zwei 
Asparaginsäureresten, die eine aliphatische Aminosäure umgeben, bindet in 
Anwesenheit von zweiwertigen Kationen das Co-Substrat UDP-Glucose und ist für 
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Abb. I: Schematische Darstellung des strukturellen Aufbaus clostridialer glucosylierender 
Toxine am Beispiel von TcdB. 
Das einkettige TcdB ist ein AB-Toxin mit einer C-terminalen Transportdomäne und einer N-terminalen 
Glucosyltransferasedomäne. Die Transportdomäne unterteilt sich in eine Rezeptorbindedomäne, eine 
Transmembrandomäne und eine Cysteinproteasedomäne. Asp587, His653 und Cys698 (DHC) sind 
essentiell für die katalytische Aktivität der Cysteinproteasedomäne, welche die Abspaltung der 
Glucosyltransferasedomäne ermöglicht. Das DXD-Motiv aus Asp286, einer beliebigen Aminosäure 
und Asp288 ist entscheidend an der Bindung und Koordination des Co-Substrates UDP-Glucose 









Abb. II: Schematische Darstellung der Zellaufnahme clostridialer glucosylierender Toxine 
durch rezeptorvermittelte Endozytose. 
Die Rezeptorbindedomäne (RBD) des Toxins bindet zunächst an einen Rezeptor an der 
Zelloberfläche (1.). Anschließend schnürt sich die Membran ein (2.), wobei das Toxin internalisiert 
wird. Das Toxin-enthaltende Vesikel wird folgend zu einem Endosom prozessiert (3.) und über eine 
ATP-abhängige Protonenpumpe angesäuert (4.). Dieses führt zu einer Konformationsänderung, 
wodurch sich die Transmembrandomäne (TMD) in die endosomale Membran einlagern kann und dort 
eine Pore erzeugt (5.) Die Cysteinproteasedomäne (" ) spaltet die Glucosyltransferasedomäne (GTD) 
ab und ermöglicht so deren Freisetzung in das Zytosol (6.). Dort vermittelt die GTD die Glucosylierung 








1.4 Niedermolekulare GTP-bindende Proteine  
Die Familie niedermolekularer GTP-bindender Proteine umfasst mehr als 150 
Mitglieder mit molekularen Massen zwischen 18 und 26 kDa. Aufgrund struktureller 
und funktioneller Ähnlichkeit können die 5 Subfamilien Ras, Rho, Rab, Ran und Arf 
unterschieden werden (Wennerberg et al., 2005). Niedermolekulare GTP-bindende 
Proteine sind intrazellular an der Regulation zahlreicher Prozesse beteiligt. Ras-
Proteine regulieren die Genexpression bestimmter Proteine und sind an der 
Zellproliferation und Zelldifferenzierung beteiligt. Rho-Proteine vermitteln die 
Modulation des Aktinzytoskeletts und die Zellzyklusprogression. Rab, Ran und Arf 
regulieren den Transport von Proteinen und Vesikeln. 
Niedermolekulare GTP-bindende Proteine sind molekulare Schalter und wechseln 
zwischen einer aktiven, GTP-gebundenen und einer inaktiven, GDP-gebundenen 
Form (Hall & Nobes, 2000). Dieser Zyklus niedermolekularer GTP-bindender 
Proteine (Abb. III) wird durch drei Regulatorproteine gesteuert. Guanidinnukleotid-
austauschfaktoren (GEF) katalysieren den Austausch von GDP zu GTP. Die GTP-
Bindung führt zu einer Konformationsänderung sowohl in der switch I-Region, welche 
für die Effektorbindung verantwortlich ist, als auch in der switch II-Region, welche die 
GTP-Hydrolyse vermittelt (Wittinghofer & Pai; 1991, Fujisawa et al., 1998). In der 
GTP-gebundenen Form sind Rho- und Ras-Proteine aktiv, d.h. sie binden und 
aktivieren dadurch Effektorproteine (Schmidt & Hall, 2002). Die Effektorproteine 
umfassen Serin-, Threonin- und Tyrosin-abhängige Kinasen, Lipidkinasen, Lipasen, 
Oxidasen und Adapterproteine (Jaffe & Hall, 2005). Die GTPase-aktivierenden 
Proteine (GAP) stimulieren die intrinsische Hydrolyseaktivität, wodurch gebundenes 
GTP unter Abspaltung einer Phosphatgruppe in GDP überführt und die GTPase 
inaktiviert wird (Bernards, 2003). Die Guanidinnukleotiddissoziationsinhibitoren (GDI) 
verhindern durch Komplexbildung den Nukleotidaustausch und stabilisieren die GDP-
gebundene, inaktive Form im Zytosol (Olofsson, 1999).  
Niedermolekulare GTP-bindende Proteine werden posttranslational modifiziert 
(Wennerberg et al., 2005). Die meisten Ras-Proteine werden entweder durch 
Geranylgeranyl-Transferasen oder Farnesyl-Transferasen an einem Cysteinrest des 
C-terminalen CAAX-Motiv (C=Cys, A=aliphatische Aminosäure, X=beliebige 
Aminosäure) isoprenyliert (Cox und Der, 2002). Diese Modifikationen vermitteln die 
Membranassoziation und die subzellulare Verteilung der GTPasen (Wennerberg et 




Isoprenylrestes in Rho- und Rab-Proteinen. Dadurch wird die Membranassoziation 



















Abb. III: Einwirkung clostridialer glucosylierender Toxine auf den Zyklus niedermolekularer 
GTP-bindender Proteine am Beispiel von Ras.  
Ras wechselt zwischen einer GTP-gebundenen, aktiven und einer GDP-gebundenen, inaktiven 
Konformation. In der aktiven Form erfolgt die Interaktion mit Effektorproteinen, was die Regulation 
intrazellularer Prozesse ermöglicht. Guanidinnukleotiddissoziationsinhibitoren (GDI) stabilisieren durch 
Komplexbildung den inaktiven Zustand. Guanidinnukleotidaustauschfaktoren (GEF) katalysieren den 
Austausch von GDP durch GTP und aktivieren dadurch niedermolekulare GTP-bindende Proteine. Die 
GTPase-aktivierenden Proteine (GAP) beschleunigen die intrinsische Hydrolyseaktivität der 
niedermolekularen GTP-bindenden Proteine, wodurch wieder die inaktive Konformation eingenommen 
wird. Clostridiale glucosylierende Toxine (CGT) entkoppeln niedermolekulare GTP-bindende Proteine 
von ihren Effektoren und Regulatorproteinen und verhindern so die distale Signalweitergabe. 
 
1.5 Glucosylierung von Rho/Ras-Proteinen durch clostridiale 
glucosylierende Toxine 
Clostridiale glucosylierende Toxine inaktivieren kleine GTP-bindende Proteine der 
Ras- und Rho-Familie durch Mono-Glucosylierung (Abb. IV). Dabei bildet das Toxin 
zunächst einen Komplex, in dem das Proteinsubstrat und das Co-Substrat UDP-
Glucose in einer reaktionsfähigen Position koordiniert werden. Danach erfolgt die 
Übertragung des Glucoserestes auf die GTPase durch O-glucosidische Verknüpfung 
(Just & Gerhard, 2004).  Die Reaktion verläuft unter Retention der α-anomeren 
Konfiguration des C1-Atoms des Glucoserestes (Geyer et al., 2003; Vetter et al., 
2000). Die Akzeptoraminosäure ist ein hoch konservierter Threoninrest in der 
Effektorregion der GTPase und stellt Thr35 in Ras, Rac1, RhoG und Cdc42 sowie 
Thr37 in RhoA dar (Genth et al., 2008; Jank et al., 2007). Nach erfolgter 




sowie UDP. Die Glucosylierung blockiert die Kopplung der Rho/Ras-Proteine mit 
ihren Effektor- und Regulatorproteinen (Abb. III) und führt somit zu einer  
funktionellen Inaktivierung (Sehr et al., 1998; Hermann et al., 1998; Genth et al., 
1999). Die glucosylierenden Toxine unterscheiden sich in ihrer Proteinsubstrat-
spezifität: Während TcsL Ras und Rho-Proteine inaktiviert, glucosylieren TcdA, TcdB 
und TcsH spezifisch Rho-Proteine (Tab. I). 
 
 
                    
 
Abb. IV: Mechanismus der Glucosyltransferaseaktivität clostridialer glucosylierender Toxine 
am Beispiel von TcsL.  
TcsL überträgt einen Glucoserest des Co-Substrates UDP-Glucose auf die Akzeptoraminosäure 
Thr35 von Ras. Das Toxin bildet dabei einen Komplex, in dem eine günstige Orientierung der 
Reaktanten für den Transfer der Glucoseeinheit vorliegt. Nach erfolgter Übertragung des Zuckers 




Toxin Rho-Familie Ras-Familie 
TcdA/TcdB/TcsH Rac1, Cdc42, Rho(A/B/C), RhoG, TC10 - 
TcsL Rac1, RhoG, TC10 H/K/N-Ras, M-Ras, R-Ras, Rap, Ral 
 




1.6 Wirkungen clostridialer glucosylierender Toxine auf kultivierte Zellen  
Clostridiale glucosylierende Toxine induzieren in kultivierten Zelllinien eine 
Reorganisation des Aktinzytoskeletts (zytopathischer Effekt). Dieser zytopathische 
Effekt wird der Rac1-Glucosylierung zugeschrieben (Halabi-Cabezon et al., 2008). 
Der zytopathische Effekt ist durch morphologische Veränderungen wie der Bildung 
von Neuriten-ähnlichen Retraktionsfasern gekennzeichnet und endet in einer 
vollständigen Abrundung der Zelle (Boquet et al., 1998; Just et al., 1995 a, b, 2001). 
Im Gegensatz zu TcdA- oder TcdB-behandelten Zellen neigen TcsL-behandelte 
Zellen zusätzlich zur Bildung von Clustern und einem Ablösen von der Oberfläche 




Darüberhinaus induzieren die clostridialen glucosylierenden Toxine apoptotischen 
Zelltod. Es existieren zwei Modelle, wie die Toxine Apoptose induzieren:  
 
1. Die Toxine wirken direkt, d.h. Glucosyltransferase-unabhängig auf die 
Mitochondrien (z. B. über Porenbildung) (Petit et al., 2003; Matarrese et al., 2007).  
 
2. Die Glucosylierung von Rho/Ras-Proteinen resultiert in der Hemmung kritischer 
Überlebenssignalwege in der Zelle; dies führt schließlich zur Apoptose (Huelsenbeck 
et al., 2007a). Unter Verwendung Glucosyltransferase-defizienter Toxine zeigen 
kürzlich erschienene Studien, dass die Anwesenheit des Toxinmoleküls in der Zelle 
nicht ausreichend für die Apoptoseinduktion ist, sondern die Glucosyltransferase-
aktivität für die Apoptose  erforderlich ist (Nottrott et al., 2008; Dreger et al., 2009).  
 
 
1.7 Ras-abhängige Signalwege 
Ras-Proteine regulieren (positiv) Zellwachstum und Zellproliferation und (negativ) die 
Apoptose (Cox & Der, 2003).  Daher sind Ras-Proteine klassische Proto-Onkogene, 
deren übermäßige Aktivität zur Entstehung von Krebs führen kann. Ras-Proteine 
werden durch zahlreiche externe Stimuli aktiviert. Wachstumsfaktoren wie der 
epidermale Wachstumsfaktor (EGF) binden an ihre entsprechende Rezeptortyrosin-
kinase, die dadurch aktiviert und über das Adapterprotein Grb-2 die Aktivierung von 
Ras durch den Ras-GEF Sos vermitteln (Disanza et al., 2005). Wichtige Signalwege 
unterhalb von Ras stellen der Raf/MEK/ERK-, der RalGEF/Ral- und der PI3K/Akt-
Signalweg dar. Diese Signalwege regulieren die Aktivität von Transkriptionsfaktoren 
wie NFκB, ELK-1 und AFX, welche die Expression von sowohl pro- als auch anti-
apoptotischen Proteinen vermitteln (Cox & Der, 2003). Während der PI3K/Akt-
Signalweg (siehe auch 1.8) und die Aktivierung von NFκB anti-apoptotische 
Wirkungen vermitteln, kann Raf/ERK sowohl anti- als auch pro-apoptotische Effekte 



















Abb. V: TcsL-induzierte Inaktivierung Ras-abhängiger Signalwege. 
Die Inaktivierung von Ras-Proteinen durch TcsL hemmt den RalGEF/Ral-, den Raf/MEK/ERK und den 
PI3K-Akt-Signalweg. Diese Signalwege regulieren die Aktivität von Transkriptionsfaktoren wie ELK-1, 
AFX und NFκB, welche die Expression pro- und anti-apoptotischer Proteine regulieren. Die 
Phosphorylierung (Inaktivierung) des pro-apoptotischen Proteins Bad entkoppelt Bad von Bcl-2 und 
Bcl-xL, welche dann anti-apoptotisch wirken. (Adaptiert von Genth et al. 2009).  
 
 
1.8 Phosphoinositid-3-Kinase-abhängige Signalwege 
Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) werden ubiquitär in eukaryotischen Zellen 
exprimiert. Als PI3K werden Enzyme bezeichnet, welche die Phosphorylierung von 
Phosphatidylinositolen zu dem second messenger Phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphat (PI(3,4,5)P3) katalysieren (Hawkins et al., 2006). Sie regulieren 
Zellwachstum, Proliferation, Migration, Differenzierung und Überleben (Cantley, 
2002). PI3K weisen eine große Homologie in ihrer katalytischen Untereinheit auf, 
unterscheiden sich aber stark in ihrer regulatorischen Untereinheit und anderen 
Domänen. Daher werden sie in die Klassen I, II und III eingeteilt, von denen die 
Klasse I PI3K am besten charakterisiert sind. Diese stellen Dimere aus einer p110 (α, 
β, γ, δ) katalytischen Untereinheit und einer regulatorischen Untereinheit dar 
(Hawkins et al., 2006). Ein breites Spektrum von Rezeptoren, die durch 
Wachstumsfaktoren, pro-inflammatorische Faktoren, Hormone, Neurotransmitter und 
Antigene aktiviert werden, stimulieren die PI3K. Aktives Ras stimuliert durch direkte 
Bindung an die p110 Untereinheit die Aktivität der PI3K ebenfalls (Rodriguez-Viciana 
et al., 1996; Kodaki et al., 1994). Proteine mit Pleckstrin-homologen (PH) Domänen 




Tyrosinkinasen, Serin-/Threoninkinasen und Guanidinnukleotidaustauschfaktoren ein 
(Cantley, 2002). Ein wichtiges Effektorprotein der PI3K ist die Phosphoinositid-
abhängige Kinase 1 (PDK1), welche die Phosphorylierung bzw. Aktivierung von Akt 
(Proteinkinase B) vermittelt (Lawlor & Alessi, 2001). Akt phosphoryliert weitere 
Proteine, die den Zellzyklus, das Zellwachstum und das Überleben der Zelle 
regulieren. Die meisten dieser Proteine wie z.B. die pro-apoptotischen Proteine Bad 
oder die Glycogensynthase-Kinase 3 (GSK 3) werden durch Phosphorylierung 
inaktiviert.  Bad komplexiert und inaktiviert dadurch die anti-apoptotischen Mitglieder 
der Bcl-2-Familie Bcl-2 und Bcl-XL. Die Phosphorylierung von Bad durch Akt führt zu 
einer Freisetzung von BcL-2 und Bcl-XL und hemmt daher die Apoptose (Datta et al., 
1999).  Auch die kostitutiv aktive GSK 3 wird durch Akt-Phosphorylierung gehemmt. 
Daraus resultiert die Promotion des Zellzyklus durch Stabilisierung von Cyclin D1 
und eine Hemmung von Apoptose (Lawlor & Alessi, 2001).  
 
 
1.9 Rolle der p38 MAPK in der Wirkung clostridialer glucosylierender 
Toxine 
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) sind Proteinkinasen mit molekularen 
Massen von 36 bis 44 kDa dar. Sie regulieren Immunreaktionen, Zellwachstum und 
Zelldifferenzierung sowie Apoptose (Pearson et al., 2001). Die Hauptgruppen bilden 
JNK, ERK1/2 und p38 MAPK. ERK wird bevorzugt durch Wachstumsfaktoren 
aktiviert, während JNK und p38 MAPK sensitiv gegenüber Stress-Stimuli und 
inflammatorischen Zytokinen sind (Roux & Blenis 2004). Niedermolekulare GTP-
bindende Proteine der Rho- und Ras-Unterfamilie aktivieren eine MAPKKK, welche 
dann über eine Phosphorylierungskaskade die Aktivierung der MAPK auslöst (Dan et 
al., 2001; Kolch, 2000; Abb. VI). Die Signalweiterleitung distal der p38 MAPK wird 
durch MAPK-aktivierte Proteinkinasen (MAPKAP oder MK) vermittelt (Gaestel, 
2006). 
Obwohl die clostridialen glucosylierenden Toxine Rho- und Ras-Proteine inaktivieren, 
wird die p38 MAPK sowohl in TcdA- und TcdB-behandelten Zellen (Meyer et al., 
2007) als auch in TcsL-behandelten Zellen (Geny et al., 2009) aktiviert. Die p38 
MAPK ist für die TcdA- und TcdB-induzierte pro-inflammatorischen Wirkung in 
kultivierten Makrophagen essentiell (Meyer et al., 2007, Kim et al., 2005a). Weiterhin 





























Abb.VI: Modell der Aktivierung der p38 MAPK durch niedermolekulare GTP-bindende Proteine. 
Die Aktivierung von Rho- und Ras-Proteinen durch extrazelluläre Stimulation ermöglicht die 
Interaktion des niedermolekularen GTP-bindenden Proteins mit einer MAPKKK. Diese aktiviert über 
eine Serin-/Threonin-spezifische Phosphorylierungskaskade die p38 MAPK. Intrazellulare Wirkungen 
werden distal der p38 MAPK durch MAPKAP’s vermittelt. 
 
 
1.10 Gallensäuren  
Gallensäuren sind die Hauptbestandteile der Galle und gehören chemisch zur 
Gruppe der Steroide (Abb. VII; Amaral et al., 2009). Sie werden in der Leber aus 
Cholesterol durch Hydroxylierungsreaktionen und eine oxidative Verkürzung der 
Seitenkette am Ring D synthetisiert (Russell & Setchell, 1992). Die vollständige 
Synthese von Gallensäuren benötigt 17 Enzyme und wird  durch nukleare Hormon-
rezeptoren und Transkriptionsfaktoren reguliert (Chiang, 2004). Weiterhin unterliegt 
die Synthese einer negativen Feedback-Hemmung (Amaral et al., 2009). Gallen-
säuren werden nach erfolgter Synthese in den Darm sezerniert, wo sie die 
Resorption von Fetten ermöglichen. Gallensäuren sind daher für die Fettverdauung 
essentiell (Amaral et al., 2009). Die Entdeckung von Gallensäurerezeptoren legt 
ebenfalls eine Funktion der Gallensäuren als Signalmolekül nahe (Maruyama et al., 




1. Der Gallensäure-Membranrezeptor ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor  
(Gpbar-1 oder TGR-5), der nach Aktivierung durch Gallensäuren den Energie-
verbrauch im braunen Fettgewebe und im Skelettmuskel durch Erhöhung des 
Trijodthyrosinspiegels steigert (Kawamata et al., 2003). Außerdem steigern 
Gallensäuren Gpbar1-abhängig die Induktion des Glucagon-like Peptide-1 (GLP-1) in 
den enterochromaffinen Zellen des Darms. Dies weist auf ausgeprägte anti-
diabetische Effekte von Gallensäuren durch Stimulation von β-Zellen des Pankreas 
hin.  
2. Der Gallensäure-Kernrezeptor (Farnesoid X-Rezeptor) ist einer von 48 Kern-
rezeptoren, die (vornehmlich in der Leber) die Expression von Entgiftungsenzymen 
und Transporterproteinen regulieren. Dieser Mechanismus schützt die Leber unter 




Abb. VII: Synthese von Gallensäuren aus Cholesterol. 
Chemisch gehören Gallensäuren zur Gruppe der Steroide und weisen ein Grundgerüst aus 4 
polyzyklischen Ringen auf. Gallensäuren werden durch enzymatische Reaktionen aus der Vorstufe 
Cholesterol gebildet. Cholsäure und Chenodeoxycholsäure sind Beispiele für pro-apoptotische Gallen-






1.10.1 Pro-apoptotische Gallensäuren 
In hohen Konzentrationen wirken die meisten (hydrophoben) Gallensäuren 
zytotoxisch. Gallensäuren können eine Schädigung von Membranen auslösen. Die 
physiologische Konzentration ist jedoch zu gering, um als Detergenz für Membranen 
wirksam zu sein. Die Zytotoxizität beruht daher eher auf der Einleitung von 
oxidativem Stress und Apoptose (Amaral et al., 2009).  Gallensäuren induzieren 
Apoptose sowohl über den extrinsischen als auch den intrinsischen Signalweg. Der 
extrinsische Signalweg schließt die Aktivierung von Todesrezeptoren wie Fas und 
TRAIL sowie die Aktivierung der Initiator-Caspase-8, des pro-apoptotischen Proteins 
Bid und von Effektor-Caspasen ein (Faubion et al., 1999; Higuchi et al., 2003). 
Gallensäuren führen ebenfalls zur Generation reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) und 
zu einer direkten Schädigung von Mitochondrien auf dem intrinsischen Signalweg 
(Rodrigues et al., 1998; Yerushalmi et al., 2001). Weiterhin können Gallensäuren 
eine erhöhte Calciumfreisetzung des endo-plasmatischen Retikulums (ER) 
induzieren und Calpain-abhängig Apoptose einleiten (Tsuchiya et al., 2006). Die 
Hemmung der Aktivität von Todesrezeptoren reicht daher allein nicht aus, um 
Gallensäure-induzierte Apoptose zu verhindern (Rust et al., 2009).  
Bei einer Cholestase ist die Sekretion von Gallensäuren in den Darm gehemmt, so 
dass ein Rückstau in der Leber eintritt. Gallensäuren können dann zu Schädigungen 
von Leberzellen bis hin zu einer biliären Zyrrhose führen (Amaral et al., 2009).  
Bestimmte Gallensäuren sind aber auch mit einer erhöhten Zellproliferation und der 
Entstehung von Darmkrebs assoziiert (Bayerdörffer et al., 1993).  
 
1.10.2 Anti-apoptotische Gallensäuren 
Ursodeoxycholsäure (UDCA) ist mit ca. 40% der Hauptbestandteil der Galle von 
Schwarzbären. Beim Mensch ist der Anteil von UDCA mit etwa 2 % dagegen gering 
(Ramalho et al., 2007). Im Gegensatz zu den meisten anderen Gallensäuren sind 
UDCA und ihre Konjugate Tauroursodeoxycholsäure (TUDCA) (Abb. VII) sowie 
Glucoursodeoxycholsäure (GUDCA) anti-apoptotisch und zytoprotektiv wirksam 
(Solá et al., 2007).  Diese anti-apoptotische Wirkung ist verblüffend, da pro- und anti-
apoptotische Gallensäuren eine sehr ähnliche chemische Struktur aufweisen. UDCA 
und ihre Konjugate weisen jedoch im Gegensatz zu den pro-apoptotischen 




(Abb. VII).  Dadurch bleibt diese Hydroxylgruppe in den anti-apoptotischen 
Gallensäuren frei von intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den einzelnen 
Gallensäuremolekülen und kann mit Wasser interagieren (Lamcharfi et al., 1997). 
UDCA und ihre Konjugate werden daher auch als hydrophile Gallensäuren 
bezeichnet (Amaral et al., 2009). TUDCA weist überdies eine erhöhte Anzahl polarer 
Gruppen in der Seitenkette auf (Abb. VII). Die anti-apoptotische Potenz der 
hydrophilen Gallensäuren wird an vielen Faktoren deutlich.  
Hydrophile Gallensäuren aktivieren wichtige Überlebens-Signalwege wie den 
PI3K/Akt-Signalweg (Solá et al., 2003; Schoemaker et al., 2004; Rajesh et al., 2005). 
TUDCA induziert PI3K-abhängig die Phosphorylierung bzw. Inaktivierung des pro-
apoptotischen Proteins Bad. Dadurch wird die Freisetzung von Cytochrom C aus 
dem Mitochondrium sowie die Aktivierung von Caspasen verhindert (Miller et al., 
2007).  TUDCA wirkt daher zytoprotektiv. UDCA hemmt ebenfalls durch Aktivierung 
von Glucocorticoid-Rezeptoren den NF-κB-Signalweg und wirkt deshalb anti-
inflammatorisch (Miura et al., 2001).   
UDCA und ihre Konjugate hemmen ebenfalls pro-apoptotische Signalwege. Sie 
schützen vor der Generation von reaktiven Sauerstoffspezies, verhindern die 
Translokation von pro-apoptotischem Bax vom Zytosol zum Mitochondrium und 
stabilisieren die Mitochondrienmembran. Dieses verhindert die Cytochrom C-
Freisetzung und die folgende Aktivierung von Caspasen ebenfalls (Rodrigues et al., 
1999, 2003). TUDCA reduziert weiterhin die Calciumfreisetzung aus dem ER        
(Xie et al., 2002). Möglicherweise wirkt UDCA auch durch Hemmung von p53 anti-
apoptotisch (Park et al., 2008).  
Der genaue Wirkmechanismus, der den anti-apoptotischen Effekt der hydrophilen 
Gallensäuren vermittelt, ist derzeit noch nicht bekannt. Das primäre zellulare Ziel 
könnten nukleare Steroidrezeptoren sein, welche die Translokation hydrophiler 
Gallensäuren in den Zellkern vermitteln (Solá et al., 2005). Das Auftreten im Zellkern 
ist möglicherweise für die anti-apoptotische Wirkung essentiell (Solá et al., 2005). 
Dort regulieren anti-apoptotische Gallensäuren die Genexpression zahlreicher 







1.10.3 Anwendung der anti-apoptotischen Gallensäuren in der Medizin 
Die anti-apoptotische und zytoprotektive Wirkung der hydrophilen Gallensäuren wird 
für medizinische Zwecke genutzt. Bärengalle findet seit langer Zeit in der 
traditionellen chinesischen Medizin Verwendung. In den USA ist UDCA als 
Arzneistoff zugelassen und wird zur Behandlung primärer biliärer Zyrrhose, 
sklerosierender Cholangitis und anderen cholestatischen Krankheiten eingesetzt 
(Solá et al., 2007). UDCA besitzt ebenfalls großes Potential in der Bekämpfung 
weiterer Apoptose-assoziierter Erkrankungen. Das Taurinkonjugat TUDCA ist in der 
Lage, in fremdes Gewebe außerhalb der Leber einzudringen und die Blut-Hirn-
Schranke zu passieren. Daher wird derzeit die Behandlung neurodegenerativer 
Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson oder der Chorea Huntington mit TUDCA 






H/K/N-Ras regulieren eine Vielzahl von Überlebenssignalwegen der Zelle, wie den 
RalGEF/Ral-, den Raf/ERK oder den PI3K/Akt-Signalweg. Die TcsL-induzierte Ras-
Glucosylierung führt zur Hemmung dieser Signalwege. In der Literatur wurde die 
Hypothese aufgestellt, dass die Hemmung des Ras/PI3K/Akt-Signalweges kritisch für 
die TcsL-induzierte Apoptose ist (Fiorentini et al., 2003, Voth et al., 2007). Der 
experimentelle Nachweis hierfür stand aus. 
Die anti-apoptotische Wirkung der protektiven Gallensäure TUDCA beruht auf einer 
Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges (auch distal Apoptose-induzierender Stimuli). 
In dieser Arbeit soll TUDCA als pharmakologisches Werkzeug ausgenutzt werden, 
um den Nachweis für die kritische Rolle des PI3/Akt-Signalweges zu erbringen. Die 
Studie wurde in Makrophagen-ähnlichen J774A.1-Zellen durchgeführt, da myeloide 
Zellllinien eine hohe Sensitivität für die TcsL-induzierte Apoptose zeigen (Petit et al., 
2003; Dreger et al., 2009). 
Die Schwerpunkte dieser Untersuchung bilden folgende Fragestellungen: 
1. Beruht der anti-apoptotische Effekt von TUDCA in TcsL-induzierter Apoptose 
wirklich auf der Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges? Hierzu wird TUDCA in 
Kombination mit dem PI3K-Inhibtior LY294002 oder dem Akt-Inhibitor eingesetzt. 
2. Der anti-apoptotische Effekt von TUDCA könnte auf einer PI3K/Akt-unabhängigen 
Wirkung auf TcsL beruhen. Hierzu soll untersucht werden, ob TUDCA die TcsL-
Aufnahme hemmt oder mit der Glucosyltransferase-Aktivität von TcsL interferiert. 
3. TcsL aktiviert die p38 MAP Kinase (Geny et al., 2009). Daher soll eine mögliche 
Rolle der p38 MAP Kinase in der TcsL-induzierten Apoptose untersucht werden.  
4. Die Clostridium difficile Toxine TcdA und TcdB glucosylieren spezifisch Rho-
Proteine, nicht aber Ras-Proteine. Um die Spezifität der TUDCA-Wirkung auf den 
PI3K/Akt-Signalweg abzusichern, soll daher ein denkbarer anti-apoptotischer Effekt 
von TUDCA auf die TcdA-/TcdB-induzierte Apoptose untersucht werden.  
Material und Methoden 
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Annexin V Alexa Fluor 488 Invitrogen 
Anti K-Ras (F234) Santa Cruz Biotechnology 
Anti p38 (A-12) (sc 7972) Santa Cruz Biotechnology 
Anti phospho p38 (Thr180/Tyr182) (28B10) Cell Signaling 
Anti Rac1 (clone 102) BD Transduction Laboratories 
Anti Rac1 (clone 23A8) Upstate Technologies 
Anti Ras (27H5) Cell Signaling 
Anti-beta-actin (clone AC-40) Sigma 
Anti-phospho-Akt (Ser 473) (193H12) Cell Signaling 
Anti-RhoB (C-5) sc8048 Santa Cruz Biotechnology 







Sodium tauroursodeoxycholate (TUDCA) Sigma 





3.2 Zusammensetzung von Puffern und Lösungen 
 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Blotpuffer 25 mM TRIS 
 192 mM Glycin 
 20 % (v/v) Methanol 
Glucosylierungspuffer 50 mM Tris 
 150 mM NaCl 
 100 mM KCl 
 1 mM MnCl2 
 5 mM MgCl2 
 100 µg/ml BSA 
Hochsalzpuffer 50 mM Tris 
 150 mM NaCl 
Laufpuffer (SDS-Gele) 25 mM Tris 
 192 mM Glycin 
 0,1 % (w/v) SDS 





Lämmli-Probenpuffer (5x) 100 mM Tris 
  10 % (w/v) SDS 
  4 M Glycin 
  2 g/l Bromphenolblau 
  500 mM DTT 
Luria-Bertani (LB) Medium 1 % NaCl 
  1 % Bacto Trypton 
  0,5 % Bacto Yeast 
PBS 137 mM NaCl 
  3 mM KCl 
  6,6 mM Na2HPO4 
  1,5 mM KH2PO4 
TBST 50 mM Tris 
  150 mM NaCl 
  0,05 % (w/v) Tween 20 
Thrombinspaltpuffer  50 mM Tris 
  150 mM NaCl 
  2,5 mM MgCl2 
  2,5 mM CaCl2 
Tiefsalzpuffer 50 mM Tris 
  50 mM NaCl 
 
3.3 Präparation von Toxinen 
TcdA sowie TcdB wurden aus dem Clostridium difficile Stamm VPI 10463 und TcsL 
aus dem Clostridium sordellii Stamm 6018 aufgereinigt. In einem Dialyseschlauch 
wurden 900 ml 0,9 % NaCl in einem Gesamtvolumen von 4 l Brain-Heart-Infusion-
Medium (Difco) vorgelegt und mit jeweils 100 ml einer Über-Nacht-Kultur von C. 
difficile bzw. C. sordellii angeimpft. Es folgte eine Inkubation bei 37 °C für 72 h unter 
mikroanaeroben Bedingungen. Die Proteine aus dem Kulturüberstand wurden durch 
Ammoniumsulfatfällung (70 % Sättigung) präzipitiert. Anschließend erfolgte eine 
Dialyse gegen Tris-HCl-Puffer (pH 7,5) über Nacht. Die Toxine wurden auf eine 
MonoQ-Säule (Amersham Biosciences) aufgetragen und mit einem NaCl-Gradienten 
von 0 bis 800 mM eluiert. Abschließend erfolgte eine Dialyse gegen einen Puffer mit 
50 mM Tris-HCl und 15 mM NaCl (pH 7,5).  
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3.4 Expression und Aufreinigung von rekombinanten GTPasen aus E.coli 
Rac1 und H-Ras wurden als GST-Fusionsproteine in E.coli exprimiert. Hierzu wurde 
eine Vorkultur mit den entsprechenden Keimen in LB-Medium (20 ml + 0,05 mg/ml 
Ampicillin) bei 37 °C über Nacht inkubiert. 5 ml der Vorkultur wurden in eine 1 l 
Hauptkultur übergeimpft und bei 37 °C kultiviert. Nach Erreichen einer optischen 
Dichte (Extinktion bei 600 nm) von 0,5 wurde die Proteinexpression durch Zusatz von 
IPTG (50 µM) induziert. Nach Inkubation bei 37 °C für 4 h wurde das Zellpellet mittels 
Zentrifugation bei 5000 rpm für 20 min gewonnen. Das Pellet wurde in 10 ml 
Lysepuffer resuspendiert. Der Aufschluß der Zellen erfolgte unter Verwendung der 
French press bei 1000 psi. Das erhaltene Lysat wurde einer Ultraschallbehandlung 
unterzogen und die lösliche Fraktion durch Zentrifugaton bei 20000 rpm für 30 min 
gewonnen. Die GST-Fusionsproteine in der löslichen Fraktion wurden mittels 
Affinitätschromatographie an Glutathion Sepharose Beads extrahiert. Die Beads 
wurden ausführlich mit Tief- und Hochsalzpuffer (pH 7,2) gewaschen. Anschließend 
wurden die Beads in Thrombinspaltpuffer (+ 1 U/ml Thrombin) aufgenommen und 
über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Beads wurden einer Zentrifugation unterzogen und 
die im Überstand gelösten Proteine bei -80 °C eingefroren.  
 
3.5 Zellkultur 
Makrophagen-ähnliche J774A.1-Zellen wurden in RPMI 1640 Medium (Biochrom; + 
10 % FCS, 1 mM Natrium-Pyruvat, 100 µg/ml Penicillin sowie 100 U/ml 
Streptomycin) bei 5% CO2 bei 37°C kultiviert. HeLa-Zellen und NIH 3T3-Fibroblasten 
wurden unter gleichen Bedingungen in DMEM (GIBCO; + 10 % FCS, 1 mM Natrium-
Pyruvat, 100 µg/ml Penicillin sowie 100 U/ml Streptomycin) kultiviert. Die Zellen 
wurden dreimal wöchentlich passagiert. Nach Abnahme des Mediums wurden die 
Zellen zweimal mit PBS gewaschen und einer Behandlung mit Trypsin/EDTA 
unterzogen. Die abgelösten Zellen wurden in Medium suspendiert und für 5 min bei 
800 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml Medium aufgenommen und die 
Zellanzahl mittels einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Für Western-Blot-Analysen 
und Caspase-Assay wurden 2*105 Zellen pro 3,5 cm2-Schale ausgesät. Für die 
AnnexinV-Färbung bzw. den WST-1-Test wurde eine Zelldichte von 106 Zellen pro 
24-Loch-Platte bzw. 96-Loch-Platte verwendet.  




Die Zellen wurden direkt in Laemmli-Probenpuffer lysiert. Die erhaltene Suspension 
wurde bei 37 oC für 10 min inkubiert und folgend einer Ultraschallbehandlung 
unterzogen. Es folgte eine Inkubation bei 95 oC für 10 min.  Anschließend wurden die 
vollständig denaturierten Proteine mittels SDS-PAGE getrennt und durch das 
Tankblotverfahren auf Nitrocellulosemembran übertragen. Der Proteintransfer wurde 
durch Ponceau-S-Färbung überprüft. Unspezifische Bindungsstellen auf der 
Nitrocellulosemembran wurden durch Inkubation mit 5 % (w/v) Magermilchpulver in 
TBST für 1 h abgesättigt. Die Inkubation mit dem spezifischen Primärantikörper 
erfolgte anschließend über Nacht bei 4 oC. Die Bindung des Peroxidase-gekoppelten 
Sekundärantikörpers wurde bei Raumtemperatur für 1 h durchgeführt. Die Protein-
detektion erfolgte durch Chemolumineszenz mittels Super-Signal West Femto-
Lösung an der Kodak-Image-Station. 
 
3.7 [14C]-Glucosylierung von kleinen GTP-bindenden Proteinen 
Zur Bestimmung der Glucosyltransferaseaktivität der clostridialen glucosylierenden 
Toxine wurde eine [14C]-Glucosylierung von Rac1 im zellfreien System durchgeführt. 
Hierzu wurde rekombinantes Rac1 (1 µM) in Glucosylierungspuffer (pH 7,2) in der 
Gegenwart von 10 µM UDP-[14C]Glucose mit TcsL versetzt. Nach 20 min  Inkubation 
bei 37 oC wurde die Glucosylierungsreaktion durch Zusatz von Laemmli-Puffer 
abgestoppt.  Die Proteine wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und der Einbau von 
[14C]Glucose in Rac1 mittels Autoradiographie (Phosphor-Imager) bestimmt. 
 
3.8 Anfärbung apoptotischer Zellen mittels AnnexinV 
J774A.1-Zellen wurden mit clostridialen glucosylierenden Toxinen oder Inhibitoren 
behandelt. Die Detektion apoptotischer Zellen erfolgte fluoreszenzmikroskopisch 
mittels AnnexinV-Alexa-Fluor 488 (Anregung: 470 ± 20 nm; Emission: 515 nm). Das 
nicht-zellgängige AnnexinV bindet spezifisch an Phosphatidylserinreste der 
Membran, die in viablen Zellen ausschließlich an der Membraninnenseite auftreten 
und im Frühstadium der Apoptose externalisiert werden. Die Kopplung mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Alexa-Fluor 488 ermöglicht die fluoreszenzmikroskopische 
Detektion. Für die Anfärbung wurden 1 h vor der Aufnahme der Bilder 4 µl AnnexinV-
Alexa-Fluor 488 in 400 µl Medium eingesetzt. Die fluoreszenzmikroskopischen 
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Aufnahmen und die zugehörigen Phasenkontrastbilder wurden mittels eines Zeiss 
Axiovert 200 M Fluoreszenzmikroskop angefertigt. Die Apoptoserate wurde durch 
Auszählung bestimmt und gibt den prozentualen Anteil von AnnexinV-positiven 
Zellen im Verhältnis zur Gesamtzahl der Zellen wieder. 
 
3.9 Viabilitätsbestimmung mittels WST-1-Test 
Die Viabilität der Zellen wurde colorimetrisch mittels WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4- 
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) bestimmt. WST-1 wird durch 
zellulare Dehydrogenasen zu Formazan reduziert, was einen Farbumschlag auslöst. 
Je stärker die Färbung ausgeprägt ist, desto viabler ist die Zelle. Umgekehrt zeigt 
eine geringe Färbung den Verlust der Viabilität durch den fortschreitenden Zelltod an. 
Für den WST-1-Test wurden die Zellen mit den clostridialen glucosylierenden 
Toxinen und/oder Inhibitoren behandelt. Nach 24 h wurde WST-1 (Roche) im 
Verhältnis 1:100 direkt dem Medium hinzugefügt. Die Reduktion von WST-1 zu 
Formazan wurde photometrisch bei 450 nm nach 1 h mittels eines BioTek Synergy 4 
quantifiziert. Die Viabilität unbehandelter Zellen wurde 1,0 gesetzt. Alle weiteren 
Messwerte wurden relativ hierzu angegeben.   
 
3.10 Bestimmung der Caspase-3-Aktivität 
Die Caspase-3-Aktivität wurde photometrisch durch den Caspase-3 Colorimetric 
Assay (R&D Systems) nach den Angaben des Herstellers bestimmt. J774A.1-Zellen 
wurden mit den clostridialen glucosylierenden Toxinen und/oder Inhibitoren 
behandelt. Die Zellen einer 3,5 cm2 Schale wurden in 75 µl Lysepuffer aufgenommen 
und für 10 min auf Eis inkubiert. Die Suspension wurde bei 10.000 rpm für 1 min 
zentrifugiert. Es wurden 60 µl des Überstandes für den Assay eingesetzt und mit 6 µl 
DEVD-pNA-Substratlösung versetzt. Nach Inkubation bei 37 °C für 3 h wurde die 
Freisetzung des Reporters pNA bei 405 nm photometrisch mittels eines BioTek 
Synergy 4 quantifiziert. Die Caspase-3-Aktivität unbehandelter Zellen wurde 1,0 
gesetzt. Alle weiteren Messwerte wurden relativ hierzu angegeben.  
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3.11 Densitometrische Signalauswertung  
Die Auswertung der Banden aus Western-Blot und Autoradiographie erfolgte 
densitometrisch unter Verwendung der Kodak 1D 3.5 Software. Im Western-Blot 
erhaltene Signale wurden auf den zugehörigen β-Aktin-Gehalt normalisiert. 
 
3.12 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels eines gepaarten t-Tests unter 
Verwendung der GraphPad Software. Für alle Berechnungen wurden mindestens 
drei Werte aus drei unabhängigen Messungen herangezogen. P-Werte < 0,005 (**) 









4.1 Anti-apoptotischer Effekt von TUDCA in TcsL-induzierter Apoptose 
Die TcsL-induzierte Apoptose wurde in Makrophagen-ähnlichen J774A.1-Zellen 
anhand der Phosphatidylserinexternalisierung mittels AnnexinV-Färbung untersucht. 
Die Behandlung von J774A.1-Zellen mit TcsL für 12 h induzierte die Phosphatidyl-
serinexternaliserung in etwa 25-30 % der Zellen (Abb. 1B).  J774.A1-Zellen zeigten 
eine runde Morphologie, die sich auch nach TcsL Behandlung nicht ändert. TUDCA 
wurde auf eine mögliche anti-apoptotische Wirkung in der TcsL-induzierten 
Apoptose untersucht. TUDCA reduzierte die TcsL-induzierte Phosphatidylserin-
externalisierung deutlich (Abb 1A und 1B). TUDCA allein induzierte weder 
morphologische Änderungen noch Apoptose in J774A.1-Zellen (Abb. 1A und 1B). 
Letztere Beobachtung stand im Einklang mit seiner Klassifizierung als protektive 
(anti-apoptotische) Gallensäure (Amaral et al., 2009).  
Um den anti-apoptotischen Effekt von TUDCA auf die TcsL-induzierte Apoptose 
näher zu untersuchen, wurden die Phosphatidylserinexternalisierung und die 
Abnahme der Viabilität (Aktivität zellularer Dehydrogenasen) in Abhängigkeit 
steigender TcsL-Konzentration bestimmt. Apoptose in J774A.1-Zellen wurde ab 
einer TcsL-Konzentration von 10 bis 30 ng/ml beobachtet (Abb. 2). Ein Maximalwert 
von etwa 30 bis 35 % AnnexinV-positiven Zellen wurde bei einer TcsL-Konzentration 
von etwa 100 ng/ml erreicht. Eine weitere Erhöhung der Konzentration bis auf    
1000 ng/ml steigerte die Externalisierung von Phosphatidylserin nicht maßgeblich 
(Abb. 2). Durch Vorinkubation der Zellen mit TUDCA ließ sich die TcsL-induzierte 
Apoptose deutlich reduzieren. Selbst bei einer hohen TcsL-Konzentration von    
1000 ng/ml war TUDCA anti-apoptotisch wirksam und die Rate der AnnexinV-
positiven Zellen blieb unter 10 %. Für weitere Versuche wurde eine TcsL-
Konzentration von 100 ng/ml TcsL gewählt, da diese hinreichend war, einen 
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Abb. 1: Anti-apoptotischer Effekt von TUDCA auf die TcsL-induzierte Apoptose. 
(A) J774A.1-Zellen wurden nach Vorinkubation mit TUDCA (300 µM) für 1 h mit TcsL (100 ng/ml) 
behandelt. Die Phosphatidylserinexternalisierung wurde nach 12 h durch Fluoreszenzmikroskopie 
analysiert. Die Abbildungen zeigen die AnnexinV-Färbung (unten) sowie die korrespondierenden 
Phasenkontrastbilder (oben). (B) Die TcsL-induzierte Apoptose wurde als Verhältnis von AnnexinV-
positiven Zellen bezogen auf die Gesamtzellanzahl quantifiziert. Die gezeigten Resultate 
repräsentieren den Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Ein P-Wert < 0,005 (**) im 
Vergleich zu TcsL-behandelten Zellen wurden als statistisch signifikant angesehen. 
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Abb.2: TUDCA reduziert die TcsL-induzierte Apoptose. 
J774A.1-Zellen wurden mit TcsL in steigender Konzentration behandelt. Die Vorinkubation mit 
TUDCA (300 µM) erfolgte für 1 h. Die TcsL-induzierte Apoptose wurde 12 h nach TcsL-Zusatz 
anhand der Phosphatidylserinexternalisierung als Verhältnis von AnnexinV-positiven Zellen zur 
Gesamtzellanzahl quantifiziert. Die Daten geben den Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten 






Um die Befunde der Phosphatidylserinexternalisierung zu erhärten, wurde eine 
Messung der Viabilität mittels WST-1-Test in TcsL-behandelten Zellen durchgeführt. 
TcsL reduzierte konzentrationsabhängig die Viabilität in J774A.1-Zellen (Abb. 3). 
Eine Abnahme der Viabilität wurde bei TcsL-Konzentrationen ≥ 30 ng/ml beobachtet. 
Die Vorinkubation mit TUDCA führte auch hier zu einem deutlichen anti-
apoptotischen Effekt. Bis zu einer Konzentration von 300 ng/ml TcsL schützte 
TUDCA vor der TcsL-induzierten Reduktion der Viabilität (Abb. 3). Erst bei einer 
TcsL-Konzentration von 1000 ng/ml tritt eine geringe Viabilitätsabnahme auf. 
TUDCA allein verursachte aber keine Steigerung der Viabilität von J774A.1-Zellen 
(Abb. 3). Somit korrelierten die Daten der Phosphatidylserinexternalisierung und des 
WST-1-Testes. TUDCA war in TcsL-behandelten Zellen anti-apoptotisch wirksam, 
wobei sich der anti-apoptotische Effekt von TUDCA über einen weiten TcsL-Konzen-
trationsbereich erstreckte und selbst durch erhöhte TcsL-Konzentrationen nicht 
aufgehoben wurde.  
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Abb. 3: TUDCA erhöht die Viabilität TcsL-behandelter Zellen. 
J774A.1 Zellen wurden mit TcsL in steigender Konzentration versetzt. Die Vorinkubation mit TUDCA 
(300 µM) erfolgte für 1 h. Die metabolische Aktivät zellularer Dehydrogenasen wurde mittels WST-1-
Test nach 24 h gemessen. Die Viabilität unbehandelter Zellen wurde 1,0 gesetzt und die anderen 
Werte relativ hierzu angegeben. Die Daten geben den Mittelwert aus drei unabhängigen 
Experimenten wieder.       
 
4.2 Identifikation der Ursache des anti-apoptotischen Effektes von 
TUDCA 
Die anti-apoptotische Wirkung von TUDCA kann entweder auf einer Aktivierung der 
Signalaktivität distal der glucosylierten TcsL-Substratproteine beruhen oder auf einer 





Um eine mögliche TUDCA-Wirkung auf die Glucosyltransferase-Aktivität von TcsL 
zu untersuchen, wurde die Glucosylierung der Substratproteine H-Ras und Rac1 im 
zellfreien System durchgeführt. Sowohl H-Ras als auch Rac1 wurden durch TcsL 
konzentrationsabhängig glucosyliert (Abb. 4A und 4B). Die Glucosylierung von Rac1 
durch TcsL erfolgte jedoch im Vergleich zu H-Ras mit geringerer Effizienz (Abb. 4A 
und 4B). H-Ras konnte somit als primäres Substrat von TcsL angesehen werden. In 
der Anwesenheit von TUDCA folgte die Glucosylierung sowohl von H-Ras als auch 
Rac1 durch TcsL einer nahezu identischen Kinetik (Abb. 4B). Die anti-apoptotische 
Wirkung von TUDCA beruht somit vermutlich nicht auf einer Hemmung der  
Glucosyltransferaseaktivität von TcsL. 
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Abb. 4: Die TcsL-induzierte Glucosylierung von H-Ras und Rac1 ist von TUDCA unabhängig. 
(A) TcsL wurde in absteigender Konzentration in Gegenwart von rekombinantem H-Ras oder Rac1 
und [14C]-Glucose für 20 min bei 37 oC inkubiert. Die Proteine wurden anschließend denaturiert und 
im SDS-Gel getrennt. Die Glucosylierung von Rac1 wurde nachfolgend mittels Autoradiographie 
untersucht. (B) Für eine Aufnahme der Kinetik wurden die Banden durch die Kodak 1D 3.5 Network 












Anschließend wurde untersucht, ob TUDCA die Glucosylierung von Rac1 und Ras in 
TcsL-behandelten Zellen beeinflusst. Die Glucosylierung von Rac1 kann unter 
Verwendung des glucosylierungssensitiven Rac1(Mab102)-Antikörpers im 
Westernblot nachgewiesen werden. Der Rac1(Mab102)-Antikörper detektiert 
ausschließlich nicht-glucosyliertes Rac1 (Genth et al., 2006). Der Rac1(Mab23A8)-
Antikörper  bindet dagegen unabhängig von der Glucosylierung und kann daher als 
Marker für den totalen Rac1-Spiegel angesehen werden (Genth et al., 2006). TcsL 
glucosylierte konzentrationsabhängig Rac1, wie die (scheinbare) Abnahme des 
Rac1-Spiegels bei Verwendung des Rac1(Mab102)-Antikörpers in der Westernblot-
Analyse anzeigt (Abb. 5A). Die (scheinbare) Abnahme des Rac1-Spiegels beruhte 
auf Glucosylierung (und nicht auf Degradation), da der Rac1-Spiegel (tatsächlich 
analysiert durch Rac1(Mab23A8)) konstant war (Abb. 5A). Der konstante β-Aktin-
Spiegel zeigte eine gleichmäßige Gelbeladung an. In Anwesenheit von TUDCA 
erfolgte ebenfalls eine vollständige Rac1-Glucosylierung durch TcsL. TUDCA allein 
induzierte keine Änderung der Rac1-Detektion weder bei Verwendung des 
Rac1(Mab102)- noch des Rac1(Mab23A8)-Antikörpers (Abb. 5A).   
Vergleichbar der Detektion der Rac1-Glucosylierung durch den Rac1(Mab102)-
Antikörper existiert mit dem Ras(Mab 27H5) ein Antikörper, der H/K/N-Ras 
glucosylierungssensitiv detektiert (Huelsenbeck et al., 2009). Der K-Ras (Mab F234)-
Antikörper (vergleichbar dem Rac1(Mab23A8)-Antikörper) detektiert K-Ras hingegen 
unabhängig von der Glucosylierung. TcsL führte ebenfalls zu einer (nahezu) 
vollständigen Abnahme von H/K/N-Ras im Vergleich zu unbehandelten Zellen bei 
Verwendung des Antikörpers Ras (Mab 27H5) (Abb. 5B). Eine Degradation konnte 
auch hier ausgeschlossen werden, da keine Abnahme des K-Ras-Spiegels bei 
Verwendung des Antikörpers F234 auftrat (Abb. 5B). Somit beruhte die scheinbare 
Abnahme auch hier auf der Glucosylierung durch TcsL. Der Spiegel von K-Ras stieg 
durch die Einwirkung von TcsL sogar leicht an (Abb. 5B). Trotz des erhöhten K-Ras-
Spiegels waren H/K/N-Ras in TcsL-behandelten Zellen aber vollständig glucosyliert. 
Die Glucosylierung von H/K/N-Ras durch TcsL erfolgte unabhängig von der 
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Abb. 5: TUDCA beeinflusst die Glucosyltransferaseaktivät clostridialer glucosylierender 
Toxine auf zellularer Ebene nicht. 
J774A.1-Zellen wurden nach Vorbehandlung mit TUDCA (300 µM) für 1 h mit mit TcsL (100 ng/ml) 
versetzt. Nach 12 h wurde ein Western-Blot durchgeführt, um die Konzentrationen von Rac1 (A) und 
Ras (B) zu bestimmen. 
 
 
Neben der Hemmung der TcsL-Glucosyltransferaseaktivität könnte TUDCA die 
rezeptorvermittelte Aufnahme des TcsL in die Zielzelle blockieren, z.B. durch 
Kompetition am (bisher nicht identifizierten) Toxinrezeptor. Dies wurde untersucht, 
indem der Zeitpunkt des TUDCA-Zusatzes relativ zur TcsL-Behandlung variiert 
wurde. TUDCA war mit vergleichbarer Effizienz anti-apoptotisch wirksam, 
unabhängig davon, ob TUDCA 1 h vorinkubiert wurde, zeitgleich mit TcsL appliziert 
wurde oder 1 h nach TcsL-Zusatz hinzugefügt wurde (Abb. 6). Selbst bei Applikation 
von TUDCA 2 h nach TcsL-Zusatz bestand ein mäßiger anti-apoptotischer Effekt 
(Abb. 6). Wurde TUDCA dagegen 4 h nach dem TcsL-Zusatz appliziert, trat keine 
anti-apoptotische Wirkung mehr ein (Abb. 6). Diese Daten schließen aus, dass der 
anti-apoptotische Effekt von TUDCA auf einer Kompetition der TcsL-Aufnahme am 
Toxinrezeptor beruht. Die Ergebnisse (Abb. 4-6) legen nahe, dass TUDCA weder die 
TcsL-Aufnahme in die Zielzelle noch die TcsL-Glucosyltransferaseaktivität hemmt. 
Der anti-apoptotische Effekt von TUDCA beruht somit höchstwahrscheinlich nicht auf 








































































Abb. 6: TUDCA ist bei Applikation nach TcsL-Zusatz anti-apoptotisch wirksam. 
Der Zeitpunkt des TUDCA-Zusatzes (300 µM) wurde relativ zu der Behandlung mit TcsL  (100 ng/ml) 
variiert und die Phosphatidylserinexternalisierung 16 h nach TcsL-Zusatz mittels AnnexinV-Färbung 
bestimmt. Die Daten geben den Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten wieder. P-Werte      




Anschließend wurde untersucht, ob TUDCA die Aktivität des PI3K/Akt-Signalweges 
distal der H/K/N-Ras-Glucosylierung erhält. Ist dies der Fall, sollte der anti-
apoptotische Effekt von TUDCA durch Inhibitoren der PI3K und/oder des PI3K-
Effektors Akt hemmbar sein. Dieses Experiment setzt voraus, dass weder der PI3K-
Inhibitor LY294002 noch der Akt-Inhibitor selbst Apoptose induzieren. Daher wurde 
untersucht, ab welcher Konzentration LY294002 bzw. der Akt-Inhibitor Apoptose in 
J774A.1-Zellen induziert. Dazu wurde die Phosphatidylserin-externalisierung und die 
Viabilität in Abhängigkeit steigender Konzentration des PI3K-Inhibitors LY294002 
und des Akt-Inhibitors untersucht. LY294002 führte bei einer Konzentration von     
100 µM in etwa 35 % der J774A.1-Zellen zur Externalisierung von Phosphatidylserin 
(Abb. 7). Auch die Viabilität wurde durch LY294002 reduziert (Abb.8). Bei einer 
Konzentration von 30 µM trat eine mäßige Viabilitätsabnahme ein. Durch Erhöhung 
der Konzentration wurde die Viabilität deutlich reduziert. Die Viabilität betrug bei 
einer Konzentration von 100 µM LY294002 etwa 40 % des Wertes von 
unbehandelten Kontrollzellen (Abb. 8). Bei einer Konzentration von 300 µM war nur 
noch eine geringe Restviabilität vorhanden. Dies zeigte, dass die Einleitung von 
Apoptose durch direkte Hemmung der PI3K möglich ist. Bei Konzentrationen des 
PI3K-Inhibitors ≤10 µM trat dagegen keine Abnahme der Viabilität ein (Abb. 8) und 




Die Verwendung des Akt-Inhibitors führte zu vergleichbaren Ergebnissen. Bei einer 
Konzentration von 100 µM trat sowohl eine starke Abnahme der Viabilität (Abb .8) 
als auch eine starke Zunahme der AnnexinV-positiven Zellen auf einen Wert von 
etwa 30 % ein (Abb. 7). Daher ist eine Einleitung der Apoptose auch durch eine 
direkte Hemmung des PI3K-Effektors Akt möglich. Auch der Akt-Inhibitor zeigte bei 
Konzentrationen ≤10 µM weder eine Zunahme an AnnexinV-positiven Zellen (Abb. 
7) noch eine Abnahme der Viabilität (Abb. 8). Zur Untersuchung der Funktion des 
PI3K/Akt-Signalweges im anti-apoptotischen Effekt von TUDCA wurden sowohl 
LY294002 als auch der Akt-Inhibitor in einer Konzentration von 10 µM eingesetzt, da 
dieses die maximale Konzentration darstellte, bei der beide Inhibitoren keine 




















































































Abb.  7: Die Hemmung des PI3K-/Akt-Signalweges führt zur Einleitung von Apoptose 
(A) J774A.1-Zellen wurden mit LY294002 oder dem Akt-inhibitor in steigender Konzentration 
behandelt. Nach Inkubation für 18 h wurde die Phosphatidylserinexternalisierung mittels Fluoreszenz-
mikroskopie untersucht. Die untere Reihe zeigt die AnnexinV-Färbung, die obere Reihe die 
korrespondierenden Phasenkontrastbilder. (B) Das Verhältnis von AnnexinV-positiven Zellen bezogen 
auf die Gesamtzellanzahl wurde quantifiziert. Die gezeigten Resultate repräsentieren den Mittelwert 
aus drei unabhängigen Experimenten. Ein P-Wert < 0,005 (**) im Vergleich zu unbehandelten Zellen 




































Abb. 8:Die Hemmung des PI3K-/Akt-Signalweges reduziert die Viabilität 
J774A.1-Zellen wurden mit LY294002 oder dem Akt-Inhibitor in steigender Konzentration behandelt. 
Nach Inkubation für 24 h wurde eine Viabilitätsbestimmung mittels WST-1-Test durchgeführt. Die 
Daten geben den Mittelwert aus drei unabhängigen Messungen wieder. P-Werte < 0,005 (**) und 
<0,05 (*) im Vergleich zu unbehandelten Zellen wurden als statistisch signifikant angesehen. 
 
 
Um nun zu untersuchen, ob der anti-apoptotische Effekt von TUDCA auf einer 
Erhaltung der Aktivität des PI3K-Akt-Signalweges in TcsL-behandelten Zellen 
beruht, wurden J774A.1-Zellen mit TUDCA sowie dem PI3K-Inhibitor LY294002 oder 
dem Akt-Inhibitor ko-inkubiert.  Die zusätzliche Behandlung mit LY294002 hob den 
anti-apoptotischen Effekt von TUDCA nahezu vollständig auf (Abb. 9A und 9B). Das 
Verhältnis der AnnexinV-positiven Zellen zur Gesamtzellanzahl war mit 
ausschließlich TcsL-behandelten Zellen vergleichbar (Abb. 9B). Auch die Hemmung 
des PI3K-Effektors Akt unterdrückte die anti-apoptische Wirkung von TUDCA 
nahezu vollständig (Abb. 9A und 9B). Weder LY294002 noch der Akt-Inhibitor 
verstärkten aber die TcsL-induzierte Apoptose (Abb. 9A und 9B). Auch im WST1-
Test wurde die anti-apoptotische Wirkung von TUDCA durch LY294002 und den Akt-
Inhibitor ebenfalls vollständig aufgehoben (Abb. 10). Auch die Abnahme der Viabilität 
war hier mit ausschließlich TcsL-behandelten Zellen vergleichbar. Beide Inhibitoren 
führten aber allein weder zu einer maßgeblichen Abnahme der Viabilität noch 
verstärkten sie die TcsL-induzierte Viabilitätsabnahme (Abb. 10). Diese 
Beobachtungen legten eine kritische Funktion des PI3K/Akt-Signalweges im anti-















































































































































Abb. 9: LY294002 und der Akt-Inhibitor heben den anti-apoptotischen Effekt von TUDCA auf. 
(A) J774A.1-Zellen wurden mit LY294002 (10 µM) oder dem Akt-inhibitor (10 µM) 1 h nach Zusatz 
von TUDCA (300 µM) behandelt. Nach Inkubation für 1h wurde TcsL (100 ng/ml) hinzugefügt und die 
Phosphatidylserinexternalisierung mittels Fluoreszenzmikroskopie nach 12 h untersucht. Die untere 
Reihe zeigt die AnnexinV-Färbung, die obere Reihe die korrespondierenden Phasenkontrastbilder. 
(B) Die Graphik zeigt die Quantifizierung der AnnexinV-positiven Zellen im Verhältnis zur 
Gesamtzellanzahl und repräsentiert den Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Ein P-Wert     








































Abb.10: LY294002 und der Akt-Inhibitor heben den anti-apoptotischen Effekt von TUDCA auf. 
J774A.1-Zellen wurden mit LY294002 (10 µM) oder dem Akt-inhibitor (10 µM) 1 h nach Zusatz von 
TUDCA (300µM) behandelt. Nach Inkubation für 1h wurde TcsL (100 ng/ml) hinzugefügt und die 
Viabilität mittels WST1-Test nach 24 h bestimmt. Die Viabilität unbehandelter Zellen wurde 1,0 
gesetzt und die anderen Werte relativ hierzu angegeben. Die Daten geben den Mittelwert aus drei 
unabhängigen Experimenten wieder. Ein P-Wert < 0,005 (**) im Vergleich zu TcsL-behandelten 






Um die kritische Rolle des PI3K/Akt-Signalweges im anti-apoptotischen Effekt von 
TUDCA weiter abzusichern, wurde der Einfluß von LY294002 sowie des Akt-
Inhibitors auf die anti-apoptotische Wirkung von TUDCA im Hinblick auf die TcsL-
induzierte Aktivierung der Caspase-3 untersucht. TcsL führte zu einer starken 
Aktivierung der Caspase-3 (Abb. 11). Der Wert war im Vergleich zu unbehandelten 
Kontrollzellen etwa um den Faktor 12 erhöht. TUDCA wies auch hier einen 
deutlichen anti-apoptotischen Effekt auf und reduzierte die Aktivierung der    
Caspase-3 in TcsL-behandelten Zellen auf etwa den Faktor 4 im Vergleich zu den 
unbehandelten Zellen (Abb. 11). Die anti-apoptotische Wirkung von TUDCA wurde 
durch den PI3K-Inhibitor LY294002 und partiell durch den Akt-Inhibitor wieder 
aufgehoben (Abb. 11). LY294002 und der Akt-Inhibitor allein (in der Konzentration 
von 10 µM) induzierten keine Erhöhung der Caspase-3-Aktivität im Vergleich zu den 
unbehandelten Zellen (Abb. 11). Auch die TcsL-induzierte Caspase-3-Aktivierung 
wurde durch die Inhibitoren (wenn überhaupt) nur geringfügig verstärkt (Abb. 11). 
Diese Beobachtungen sind mit den Daten der Phosphatidylserinexternalisierung und 
der Viabilitätsbestimmung vergleichbar. Sowohl der PI3K-Inhibitor LY294002 als 
auch der Akt-Inhibitor konnten also den anti-apoptotischen Effekt von TUDCA in der 
TcsL-induzierten Apoptose aufheben (Abb. 9 bis 11).  Dieses zeigt, dass der 
PI3K/Akt-Signalweg für die TcsL-induzierte Apoptose kritisch ist bzw. die anti-
apoptotische Wirkung von TUDCA maßgeblich auf einer Aktivierung der PI3K 
beruht. 















































Abb.11: Kritische Funktion des PI3K/Akt-Signalweges in TcsL-induzierter Caspase-3-
Aktivierung. 
J774A.1-Zellen wurden mit LY294002 (10 µM) oder dem Akt-inhibitor (10 µM) nach Vorinkubation mit 
TUDCA (300 µM) für 1 h behandelt. TcsL (100 ng/ml) wurde hinzugefügt und die Zellen für 6 h 
inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und die Aktivität der Caspase-3 colorimetrisch bestimmt. Die 
Caspase-3-Aktivität unbehandelter Zellen wurde 1,0 gesetzt und die anderen Werte relativ hierzu 
angegeben. Die Daten stellen den Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten dar. Ein P-Wert     




4.3 TUDCA induziert die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges 
Um zu überprüfen, ob TUDCA tatsächlich zu einer Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges führt, wurde der Spiegel von phosphoryliertem (aktivem) Akt 
untersucht. TUDCA induzierte eine deutliche Erhöhung des Spiegels von  phospho-
Akt im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 12A und 12B). LY294002 reduzierte 
den phospho-Akt-Spiegel sowohl in TUDCA-behandelten Zellen als auch in 
unbehandelten Zellen (Abb. 12A und 12B). Sowohl die TUDCA-induzierte als auch 
die residuale Akt-Phosphorylierung war somit von der PI3K abhängig. 
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Abb. 12: TUDCA führt PI3K-abhängig zu einer Phosphorylierung von Akt. 
(A) J774A.1-Zellen wurden mit TUDCA (300 µM) und/oder LY294002 (10 µM) für 6 h behandelt. Die 
Phosphorylierung von Akt wurde mittels Western-Blot untersucht. 30 min vor der Lyse der Zellen 
wurde Natriumorthovanadat (1 mM) als Phosphatase-Inhibitor hinzugefügt. Gezeigt sind die Spiegel 
von phosphoryliertem (aktivem) Akt und β-Aktin. (B) Die phospho-Akt-Signale wurden densitometrisch 
durch die Kodak 1D 3.5 Network Software quantifiziert. Der Wert unbehandelter Zellen wurde 1,0 
gesetzt und alle weiteren Messwerte relativ hierzu angegeben. Die Daten stellen den Mittelwert aus 
drei unabhängigen Experimenten dar. Ein P-Wert < 0,05 (*) im Vergleich zu unbehandelten Zellen 
wurde als statistisch signifikant angesehen. 
 
Im Folgenden wurde untersucht, ob TUDCA auch in TcsL-behandelten Zellen eine 
Erhaltung der Akt-Phosphorylierung vermittelt. Die TcsL-Behandlung induzierte eine 
Abnahme des phospho-Akt-Spiegels (Abb. 13 A und 13B). Dieses bestätigte, dass 
die TcsL-induzierte Ras-Glucosylierung den PI3K/Akt-Signalweg hemmt. Bei 






LY294002 hob die Aktivierung von PI3K/Akt durch TUDCA auf (Abb. 13 A und 13B). 
TUDCA bewirkt somit in unbehandelten Zellen eine (moderate) Aktivierung des 
PI3K/Akt-Signalweges und in TcsL-behandelten Zellen eine Erhaltung der Aktivität 
des PI3K/Akt-Signalweges.  
0        0         +        + 









          




















































Abb. 13: TUDCA aktiviert PI3K-abhängig Akt in TcsL-behandelten Zellen. 
(A) J774A.1-Zellen wurden mit TUDCA (300 µM) und/oder LY294002 (10 µM) für 6 h behandelt. Die 
Phosphorylierung von Akt wurde mittels Western-Blot untersucht. 30 min vor der Lyse der Zellen 
wurde Natriumorthovanadat (1 mM) als Phosphatase-Inhibitor hinzugefügt. Gezeigt sind die Spiegel 
von phosphoryliertem (aktivem) Akt und β-Aktin. (B) Die phospho-Akt-Signale wurden densitometrisch 
durch die Kodak 1D 3.5 Network Software quantifiziert. Der Wert unbehandelter Zellen wurde 1,0 
gesetzt und alle weiteren Messwerte relativ hierzu angegeben. Die Daten stellen den Mittelwert aus 
drei unabhängigen Experimenten dar. Ein P-Wert < 0,05 (*) im Vergleich zu unbehandelten Zellen 
wurde als statistisch signifikant angesehen. 
 
4.4 Die Aktivierung des PI3K-/Akt-Signalweges durch TUDCA reduziert 
die TcsL-induzierte Expression von pro-apoptotischem RhoB 
RhoB ist ein pro-apoptotisches Protein, dessen Expression durch H/K/N-Ras       
PI3K/Akt-abhängig unterdrückt wird (Jiang et al., 2004). Die Ras-Glucosylierung 
durch TcsL sollte diese RhoB-Suppression aufheben und eine RhoB-Expression 
induzieren. Der Spiegel von RhoB war in unbehandelten J774A.1-Zellen gering 
(Abb. 14). TcsL induzierte eine starke RhoB-Expression. TUDCA führte zu einer 
deutlichen Suppression der TcsL-induzierten RhoB-Expression (Abb. 14B und 14C). 
Diese war PI3K-abhängig, da bei zusätzlicher Behandlung mit LY294002 erneut eine 







aber nicht zu einem verstärkten RhoB-Signal (Abb. 14A). Diese Beobachtungen 
zeigen, dass TUDCA durch Aktivierung des PI3K-/Akt-Signalweges die TcsL-
induzierte RhoB-Expression unterdrückt. 
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Abb. 14: Die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges reduziert die TcsL-induzierte RhoB-
Expression. 
(A) J774A.1-Zellen wurden für 7h mit LY294002 (10 µM) behandelt. (B) J774A.1-Zellen wurden nach 
Vorinkubation mit TUDCA (300 µM) für 1 h mit LY294002 (10 µM) behandelt. Nach 1 h wurde TcsL in 
den angezeigten Konzentrationen hinzugefügt und die Zellen für weitere 6 h inkubiert. Nach der 
Zelllyse wurde ein Western-Blot gegen RhoB durchgeführt. (C) Die RhoB-Signale wurden 
densitometrisch durch die Kodak 1D 3.5 Network Software quantifiziert. Der Wert unbehandelter 
Zellen wurde 1,0 gesetzt und alle weiteren Messwerte relativ hierzu angegeben. Die Daten stellen 
den Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten dar. Ein P-Wert < 0,05 (*) im Vergleich zu TcsL-
behandelten Zellen wurden als statistisch signifikant angesehen. 
 
4.5 Keine Hemmung der TcdA/TcdB-induzierten Apoptose durch  TUDCA  
TcdA und TcdB aus Clostridium difficile weisen bezüglich Struktur und Funktion eine 
große Ähnlichkeit zu TcsL aus Clostridium sordellii auf (Just & Gerhard, 2004; Busch 
& Aktories, 2000; Von Eichel-Schreiber et al., 1996). Die Toxine unterscheiden sich 
jedoch in ihrer Substratspezifität. Im Gegensatz zu TcsL glucosylieren TcdA und 
TcdB ausschließlich GTP-bindende Proteine der Rho-Familie, nicht aber Ras-
Proteine (Halabi-Cabezon et al., 2008; Boquet & Lemichez, 2003; Just et al., 
1995a,b). Im Folgenden wurde untersucht, ob TUDCA auch in TcdA- oder TcdB-
behandelten anti-apoptotisch wirksam ist. TcdA und TcdB führten zu einer 
Externalisierung von Phosphatidylserin in J774A.1-Zellen (Abb. 15A und 15B). TcdB 






der Zellen die Externalisierung von Phosphatidylserin einleitete (Abb. 15 B). TUDCA 
war weder in TcdA- noch in TcdB-behandelten Zellen anti-apoptotisch wirksam (Abb. 
15A und 15B).  
Diese Beobachtungen bestätigten sich im WST-1-Test. Sowohl TcdA als auch TcdB 
führten unabhängig von der Anwesenheit von TUDCA zu einer vergleichbaren 
Abnahme der Viabilität (Abb. 16). Somit zeigte TUDCA keinen anti-apoptotischen 
Effekt in der TcdA/TcdB-induzierten Apoptose. Die anti-apoptotische Wirkung von 
TUDCA war somit spezifisch für die TcsL-induzierte Apoptose, die auf Hemmung 
Ras-abhängiger Signalwege beruht. TUDCA wirkte offenbar nicht auf Rho-
abhängige Signalwege, deren Hemmung auch Apoptose induzierte. Zudem 
bestätigten diese Beobachtungen mit den verwandten Toxinen TcdA und TcdB obige 




















































































Abb. 15: Kein anti-apoptotischer Effekt von TUDCA in TcdA- und TcdB-induzierter Apoptose.  
(A) J774A.1-Zellen wurden nach Vorinkubation mit TUDCA (300 µM) für 1 h mit TcdA, TcdB oder 
TcsL (jeweils 100 ng/ml) behandelt. Die Phosphatidylserinexternalisierung wurde nach 12 h durch 
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Abbildung zeigt die AnnexinV-Färbung (unten) sowie die 
korrespondierenden Phasenkontrastbilder (oben). (B) Das Verhältnis von AnnexinV-positiven Zellen 
bezogen auf die Gesamtzellanzahl wurde quantifiziert. Die gezeigten Resultate repräsentieren den 
Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Ein P-Wert < 0,005 (**) im Vergleich zu TcsL-





























Abb. 16: TUDCA erhöht die Viabilität TcsL-behandelter Zellen, aber nicht von TcdA- oder 
TcdB-behandelten Zellen.  
J774A.1-Zellen wurden nach Vorinkubation mit TUDCA (300 µM) für 1 h mit TcdA, TcdB und TcsL 
(jeweils 100 ng/ml) behandelt. Die metabolische Aktivät zellulärer Dehydrogenasen wurde mittels 
WST-1-Test nach 24 h gemessen. Die Daten wurden auf den Wert für unbehandelte Kontrollzellen 
normalisiert und  geben den Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten wieder. Ein P-Wert        
< 0,005 (*) im Vergleich zu ausschließlich Toxin-behandelten Zellen wurde als statistisch signifikant 
angesehen.       
                                                                                                                                                                                                                                               
4.6 Keine Hemmung der Glucosyltransferaseaktivität von TcdA und 
TcdB auf zellularer Ebene durch TUDCA 
Im Folgenden wurde untersucht, ob TUDCA einen Einfluss auf die Glucosylierung 
von Substratproteinen in TcdA/TcdB-behandelten J774A.1-Zellen besitzt. Rac1 war 
in TcdA/TcdB-behandelten Zellen vollständig glucosyliert, wie mittels des 
glucosylierungssensitiven Rac1(Mab102)-Antikörpers gezeigt (Abb. 17). Diese 
Abnahme war auf Glucosylierung -und nicht auf Degradation- zurückzuführen, da 
der Rac1-Spiegel bei Verwendung des Rac1(Mab23A8)-Antikörpers nicht abnahm 
sondern konstant blieb (Abb. 17). Bei zusätzlicher Behandlung mit TUDCA war Rac1 
ebenfalls vollständig glucosyliert (Abb. 17). Diese Beobachtung schließt eine 
hemmende Wirkung von TUDCA auf die Aktivität von TcdA/TcdB aus. In TcdA/TcdB-
behandelten Zellen war der RhoA-Spiegel verglichen mit unbehandelten Zellen 
deutlich reduziert. Diese RhoA-Abnahme beruht vermutlich auf Degradation des 
glucosylierten RhoA (Genth et al., 2006). Die RhoA-Degradation war offenbar 
unbeeinflusst von TUDCA (Abb. 17). Erwartungsgemäß glucosylierten TcdA/TcdB 
H/K/N-Ras nicht, da keine (scheinbare) Abnahme des H/K/N-Ras-Spiegels (bei 
Verwendung des glucosylierungssensitiven Ras(Mab 27H5)-Antikörpers auftrat 




J774A.1-Zellen sogar moderat zu (Abb. 17). In TcsL-behandelten Zellen waren 
erwartungsgemäß H/K/N-Ras vollständig und Rac1 fast vollständig (unabhängig von 
der Anwesenheit von TUDCA) glucosyliert (Abb. 17). Diese Beobachtungen zeigten, 
dass TUDCA keinen Einfluss auf die Glucosylierung von Substratproteinen in 
TcdA/TcdB/TcsL-behandelten Zellen besaß.  
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Abb. 17: Keine Hemmung der TcdA- und TcdB-induzierten Glucosylierung von Rac1 und 
RhoA. 
J774A.1-Zellen wurden nach Vorinkubation mit TUDCA (300 µM) für 1h mit TcdA, TcdB und TcsL 
(jeweils 100 ng/ml) versetzt. Nach 12 h wurde ein Western-Blot durchgeführt, um die Konzentrationen 
von Rac1, Ras, RhoA und ß-Actin zu bestimmen. 
 
4.7 Rolle der p38 MAPK in TcdA - und TcsL-induzierter Apoptose 
Zellen reagieren auf die Hemmung kritischer Signalwege (z.B. Rho/Ras-abhängiger 
Signalwege), die das Zellüberleben sichern, mit einer Aktivierung der p38 MAPK 
(Lee et al., 2009; Geny et al., 2009; Meyer et al., 2007).  Daher wurde untersucht, ob 
in TcdA- und TcsL-behandelten J774A.1-Zellen die p38 MAPK aktiviert ist. Die      
p38 MAPK-Aktivität lässt sich durch Verwendung des phospho-sensitiven Anti-
körpers phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (28B10) im Western-Blot nachweisen. 
Der Antikörper p38 MAPK (A12) erkennt die p38 MAPK dagegen unabhängig von 
der Phosphorylierung. Serum stimuliert die Aktivität der p38 MAPK, was die 
Detektion einer zusätzlichen p38 MAPK-Aktivierung durch die Toxine erschwerte. 
Um die Toxin-induzierte p38 MAPK-Aktivierung zu bestimmen, wurden J774A.1 
Zellen daher in Serum-freiem Medium kultiviert. In diesen Zellen war der Spiegel an 
phospho-p38 MAPK, d.h an aktiver p38 MAPK, niedrig (Abb. 18). Sowohl TcdA als 
auch TcsL induzierten eine verstärkte p38 MAPK-Phosphorylierung (Abb. 18). Somit 
war die p38 MAPK sowohl in TcdA- als auch in TcsL-behandelten Zellen aktiv. Die 




p38 MAPK-Inhibitor SB203580 gehemmt (Abb. 18). Daher verhinderte SB203580 die 
Aktivierung der p38 MAPK in TcdA- und TcsL-behandelten Zellen. Der Gesamt-
spiegel der p38 MAPK blieb dagegen unabhängig vom Einsatz der Toxine oder 










Abb. 18: SB203580 hemmt die TcdA- und TcsL-induzierte Aktivierung der p38 MAPK. 
Serum-gehungerte J774A.1-Zellen wurden nach Vorinkubation mit SB203580 (10 µM) für 1 h TcdA 
und TcsL (jeweils 100 ng/ml) behandelt. Nach 2h wurden die Zellen lysiert und die Spiegel von 
phosphorylierter und totaler p38 MAPK im Western-Blot analysiert. Natriumorthovanadat (1 mM) 
wurde als Phosphataseinhibitor zugesetzt. 
 
 
In TcdA-behandelten Colonozyten besitzt die p38 MAPK eine pro-apoptotische 
Wirkung (Kim et al., 2005b). Möglicherweise besitzt die p38 MAPK auch in TcdA-
behandelten J774A.1-Zellen eine pro-apoptotische Funktion. Dies war in der Tat der 
Fall, da die TcdA-induzierte Phosphatidylserinexternalisierung durch den p38 MAPK-
Inhibitor deutlich verringert wurde (Abb. 19A und 19B). Auch die TcsL-induzierte 
Apoptose wurde durch SB203580 deutlich reduziert (Abb. 19A und 19B). Der p38-
MAPK Inhibitor allein führte zu keiner erhöhten Externalisierung von 
Phosphatidylserin (Abb 19A und 19B). Um die Befunde der Phosphatidylserin-
externalisierung zu bestätigen, wurde ebenfalls eine Messung der Viabilität 
durchgeführt. SB203580 schützte ebenfalls sowohl vor der TcdA- als auch vor der 
TcsL-induzierten Viabilitätsabnahme (Abb. 20). SB203580 selbst induzierte keine 
Abnahme der Viabilität (Abb. 20). Diese Beobachtungen zeigten, dass sowohl die 
TcdA- als auch in TcsL-induzierte Apoptose in J774A.1-Zellen von der p38 MAPK 



















































































Abb. 19: SB203580 reduziert die TcdA- und TcsL-induzierte Apoptose. 
(A) J774A.1-Zellen wurden nach Vorinkubation mit SB203580 (10 µM) für 1 h mit TcdA sowie TcsL 
(jeweils 100 ng/ml) behandelt. Die Externalisierung von Phosphatidylserin wurde mittels 
Fluoreszenzmikroskopie nach 12 h untersucht. Die untere Reihe zeigt die AnnexinV-Färbung, die 
obere Reihe die korrespondierenden Phasenkontrastbilder. (B) Die Graphik zeigt die Quantifizierung 
des Verhältnisses von AnnexinV-positiven Zellen zur Gesamtzellanzahl und repräsentiert den 
Mittelwert aus drei unabhängigen Messungen. Ein P-Wert < 0,005 (*) im Vergleich zu ausschließlich 
Toxin-behandelten Zellen wurde als statistisch signifikant angesehen.       





































Abb. 20: Die Aktivierung des PI3K-/Akt-Signalweges erhöht die Viabilität TcsL-behandelter 
Zellen. 
J774A.1-Zellen wurden nach Vorinkubation mit SB203580 (10µM) mit TcdA und TcsL (jeweils        
100 ng/ml) behandelt. Die Viabilität wurde nach 24 h mittels WST1-Test bestimmt. Die Viabilität 
unbehandelter Zellen wurde 1,0 gesetzt und alle weiteren Werte relativ hierzu angegeben. Die Daten 
entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten.  Ein P-Wert < 0,005 (*) im 






Im Folgenden wurde der Effekt kombinierter Applikation von TUDCA und SB203580 
auf die TcsL-induzierte Apoptose untersucht. TUDCA und SB203580 allein 
schützten in vergleichbarem Maße vor TcsL-induzierter Apoptose (Abb. 21).  Die 
Kombination von TUDCA und SB203580 verstärkte die anti-apoptotische Wirkung 
der einzelnen Substanzen (Abb. 21). Um diesen Befund zu erhärten, wurde 
ebenfalls eine Messung der Caspase-3-Aktivität in Gegenwart von TUDCA und 
SB203580 durchgeführt. Sowohl TUDCA als auch SB203580 schützten effektiv vor 
der TcsL-induzierten Caspase-3-Aktivierung, wobei der anti-apoptotische Effekt des 
SB-Inhibitors geringfügig stärker ausgeprägt war (Abb. 22). Die Kombination aus 
SB203580 und TUDCA senkte die Caspase-3-Aktivität in TcsL-behandelten Zellen 
weiter ab. Die Caspase-3-Aktivität war hier lediglich 1,5-fach erhöht, während in 
ausschließlich TcsL-behandelten Zellen eine 10-fache Aktivierung der Caspase-3 
auftrat (Abb. 22). Auch hier verstärkte daher die Kombination aus SB203580 und 
TUDCA die anti-apoptotische Wirkung der einzelnen Agenzien. Dieses korrelierte mit 
den Ergebnissen der Phosphatidylserinexternalisierung. Die Beobachtungen deuten 
daraufhin, dass die p38 MAPK eine Rolle im anti-apoptotischen Effekt von TUDCA 
spielen könnte.  
 









































Abb. 21: Verstärkung des anti-apoptotischen Effektes von TUDCA und SB203580 bei 
kombinierter Applikation. 
J774A.1-Zellen wurden für 1 h  mit TUDCA (300 µM) und SB203580 (10 µM) vorinkubiert und 
anschließend für 12 h mit TcsL (100 ng/ml) behandelt. Die Phosphatidylserinexternalisierung wurde 
als Verhältnis von AnnexinV-positiven Zellen zur Gesamtzellanzahl quantifiziert. Ein P-Wert < 0,05 (*) 




































Abb. 22: Die Kombination von TUDCA und SB203580 verstärkt den Schutz vor TcsL-
induzierter Caspase-3-Aktivierung. 
J774A.1-Zellen wurden nach Vorinkubation mit TUDCA (300 µM) und SB203580 (10 µM) für  1 h mit 
TcsL (100 ng/ml) behandelt.Die Zellen wurden nach 6 h lysiert und die Aktivität der Caspase-3 
colorimetrisch bestimmt. Der Wert der unbehandelten Zellen wurde 1,0 gesetzt und alle weiteren 
Werte relativ hierzu angegeben. Die Daten stellen den Mittelwert aus drei unabhängigen 
Experimenten dar. Ein P-Wert < 0,05 (*) wurde als statistisch signifikant angesehen.       
 
 
4.8 Aktivierung der p38 MAP Kinase durch TUDCA  
Schoemaker et al. zeigten,  dass TUDCA in Hepatozyten eine Aktivierung der p38 
MAP Kinase induziert. Um die anti-apoptotische Wirkung von TUDCA weiter zu 
charakterisieren, wurde der Einfluss von TUDCA auf die Phosphorylierung der p38 
MAPK untersucht. In Zellen, die nicht mit TcsL behandelt wurden, führte TUDCA zu 
einer Phosphorylierung der p38 MAPK (Abb. 23A). Weiterhin verstäkte TUDCA die 
TcsL-induzierte Phosphorylierung der p38 MAPK (Abb. 23A und 23B). SB203580 
reduzierte dagegen die Aktivierung der p38 MAPK sowohl in TcsL- als auch in TcsL- 
und TUDCA-behandelten Zellen deutlich (Abb. 23A und 23B). TUDCA aktivierte 
somit die p38 MAPK sowohl in TcsL-behandelten als auch in unbehandelten Zellen. 
Diese Aktivierung der p38 MAPK war durch SB203580 hemmbar. Somit besitzt 
TUDCA zwei entgegengesetzte Wirkungen. Einerseits wirkt es durch Erhaltung der 
PI3K/Akt-Aktivität anti-apoptotisch, andererseits wirkt es durch Aktivierung der p38 
MAPK pro-apoptotisch. Letztere Wirkung sollte in der TcsL-behandelten Zelle keine 
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Abb. 23: Keine Hemmung der TcsL-induzierten p38 MAPK-Aktivierung durch TUDCA 
Serum-gehungerte J774A.1-Zellen wurden für 1 h  mit TUDCA (300 µM) und SB203580 (10 µM) 
vorinkubiert und anschließend für 2 h mit TcsL (100 ng/ml) behandelt. 30 min vor der Zelllyse wurde 
Natriumorthovanadat (1 mM) zugesetzt und der Spiegel von phosphorylierter p38 MAPK im Western-
Blot analysiert. 
 
4.9 Hemmung des PI3K/Akt Signalweges durch SB203580 
Lali et al. zeigten, dass SB203580 die Phosphoinositid-abhängige Proteinkinase 1 
(PDK1), einen proximalen Regulator der Akt, hemmt. Daher lag es nahe, die 
Wirkung von SB203580 auf die Akt–Phosphorylierung in J774A.1-Zellen zu 
untersuchen. In unbehandelten J774A.1-Zellen bewirkte SB203580 eine deutliche 
Reduktion des phospho-Akt-Spiegels (Abb. 24A und 24B). Diese Abnahme von 
phospho-Akt war unbeeinflusst von der Anwesenheit von TUDCA (Abb. 24A und 
24B), d.h. in Anwesenheit von SB203580 vermochte TUDCA den PI3K/Akt-
Signalweg nicht zu aktivieren. In TcsL-behandelten Zellen war unabhängig von der 
Anwesenheit von SB203580 kein phospho-Akt detektierbar. Interessanterweise 
wurde die TUDCA-induzierte Erhaltung der PI3K/Akt-Aktivität durch SB203580 
aufgehoben. In Gegenwart von SB203580 verlor TUDCA somit seine aktivierende 
Wirkung auf Akt (Abb. 24A und 24B). Somit besitzt SB203580 zwei 
entgegengesetzte Wirkungen. Einerseits wirkt es durch Hemmung der p38 MAPK 






apoptotisch. Letztere Wirkung sollte in der TcsL-behandelten Zellen keine 
Auswirkungen besitzen, da der PI3K/PDK1/Akt-Signalweg ohnehin inaktiviert ist.  
Somit wirken TUDCA und SB203580 über unterschiedliche Mechanismen anti-
apoptotisch. TUDCA erhält die Aktivität des PI3K/Akt-Signalwegs in TcsL-
behandelten Zellen. SB203580 hemmt die für die Apoptose erforderliche p38 MAPK-
Aktivität.  
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Abb. 24: Keine Erhaltung des PI3K/Akt-Signalwegs in TcsL-behandelten Zellen durch 
SB203580. 
J774A.1-Zellen wurden für 1 h  mit TUDCA (300 µM) und SB203580 (10 µM) vorinkubiert und 
anschließend für 6 h mit TcsL (100 ng/ml) behandelt. 30 min vor der Zelllyse wurde 
Natriumorthovanadat (1 mM) zugesetzt und der Spiegel von phospho-Akt im Western-Blot analysiert 
 
 
4.10 Anti-apoptotische Wirkung von TUDCA in HeLa-Zellen und 
Fibroblasten 
 
Im Rahmen dieser Studie wurde die anti-apoptotische Wirkung von TUDCA in TcsL-
behandelten J774A.1-Zellen charakterisiert. Darüberhinaus besitzt TUDCA auch 
eine anti-apoptotische Wirkung in TcsL-behandelten RBL-Zellen (Dreger et al., 
2009). Im Folgenden wurde untersucht, ob TUDCA nicht nur in myeloiden Zellen 
sondern auch in Epithelzellen und Fibroblasten anti-apoptotisch wirkt. TcsL 
induzierte auch in HeLa-Zellen und Fibroblasten Apoptose, nachgewiesen durch 






Apoptoseinduktion in Hela Zellen und Fibroblasten deutlich geringer als in J774A.1-
Zellen. Während etwa 30 % einer Population von J774A.1-Zellen sensitiv für die 
TcsL-induzierte Apoptose waren (Abb. 25 C), waren es in HeLa-Zellen und 
Fibroblasten nur etwa 10 % (Abb. 25C). Unabhängig davon wurde die TcsL-
induzierte Apoptose in HeLa-Zellen und Fibroblasten durch TUDCA unterdrückt 
(Abb. 25 A-C). Der anti-apoptotische Effekt von TUDCA wurde somit nicht nur in 
myeloiden Zellen sondern auch in Epithelzellen und Fibroblasten beobachtet und 



































































































































































Abb. 25: Anti-apoptotischer Effekt von TUDCA auf die TcsL-induzierte Apoptose in HeLa-
Zellen und NIH 3T3-Fibroblasten. 
HeLa-Zellen (A) und NIH 3T3-Fibroblasten (B) wurden nach Vorinkubation mit TUDCA (300 µM) für   
1 h mit TcsL (100 ng/ml) behandelt. Die Phosphatidylserinexternalisierung wurde nach 16 h durch 
Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Abbildungen zeigen die AnnexinV-Färbung (unten) sowie die 
korrespondierenden Phasenkontrastbilder (oben). (C) Die TcsL-induzierte Apoptose wurde als 
Verhältnis von AnnexinV-positiven Zellen bezogen auf die Gesamtzellanzahl quantifiziert. Die 
gezeigten Resultate repräsentieren den Mittelwert aus drei unabhängigen Experimenten. Ein P-Wert 
< 0,005 (**) im Vergleich zu TcsL-behandelten Zellen wurde als statistisch signifikant angesehen. 
 
4.11 Wirkung von TUDCA auf die TcsL-induzierte Aktin-Reorganisation 
TcsL induzierte eine Abrundung von HeLa-Zellen und NIH 3T3-Fibroblasten          
(Abb. 25A und 25B). Diese morphologische Änderung des Aktinzytoskeletts ist als 
zytopathischer Effekt beschrieben (Halabi-Cabezon et al., 2008; Voth et al., 2004). 
TcsL-behandelte Zellen neigen ferner zur Bildung von Clustern, wobei sich die 
abgerundeten Zellen zu Aggregaten zusammenschließen (Genth et al., 2009; 
Rupnik, 2008; Chaves-Olarte 1999). Die TcsL-induzierte Zellabrundung ließ sich in 
J774A.1-Zellen nicht beobachten, da diese von Natur aus rund sind (Abb. 1). Die 
TUDCA-Behandlung unterdrückte/reduzierte die TcsL-induzierte Zellabrundung und 
die Clusterbildung in HeLa-Zellen und NIH 3T3-Fibroblasten (Abb. 26). TUDCA allein 
induzierte keine Zellabrundung.  Da die Zellabrundung auf der Inaktivierung der Rho-
Proteinen beruht (Halabi-Cabezon et al., 2008), beinflusst TUDCA offenbar auch die 
Aktivität von Rho-Proteinen. Dies ist nicht überraschend, da die PI3K ein proximaler 
















































Abb. 26: Hemmung des zytopathischen Effektes durch TUDCA. 
HeLa-Zellen und NIH 3T3-Fibroblasten wurden nach Vorinkubation mit TUDCA (300 µM) für 1 h mit 
TcsL (100 ng/ml) behandelt. Phasenkontrastbilder wurden nach 16 h aufgenommen und der 
zytopathische Effekt als Verhältnis von abgerundeten Zellen zur Gesamtzellanzahl durch Auszählung 
bestimmt. Die gezeigten Resultate repräsentieren den Mittelwert aus drei unabhängigen 







Trophische Faktoren aktivieren Signalwege, die für das Zellüberleben kritisch sind, 
und hemmen pro-apoptotische Signalwege. Solche Signalwege schließen vielfach 
niedermolekulare GTP-bindende Proteine ein. So aktiviert der epidermale 
Wachstumsfaktor (EGF) Ras-abhängig den Raf/MEK/Erk-Signalweg und den 
PI3K/Akt-Signalweg (Henson & Gibson, 2006). Beide Signalwege sind in die 
Regulation von pro- und anti-apoptotischen Proteinen eingebunden. Der Entzug 
trophischer Faktoren führt zu einer Hemmung anti-apoptotischer Signalwege wie 
dem Raf/MEK/Erk-Signalweg oder dem PI3K/Akt-Signalweg und zu einer De-
Suppression pro-apoptotischer Signalwege, wie z.B. p38 MAPK-abhägiger 
Signalwege (Kummer et al., 1997). Beide Ereignisse resultieren in der Initiation von 
Apoptose.  
Die Behandlung von Zellen mit clostridialen glucosylierenden Toxine wie TcdA/TcdB 
und TcsL zeigt einen vergleichbaren Effekt wie der Entzug der trophischen Faktoren. 
Die Toxine blockieren Signalwege, die durch trophische Faktoren aktiviert werden, 
auf der Stufe der niedermolekularen GTP-bindenden Proteine (Abb. 27). Somit 
bewirkt die Glucosylierung (Inaktivierung) von Rho- und Ras-Proteinen eine 
Hemmung von kritischen Zellüberlebens-Signalwegen. Es wurde gezeigt, dass 
Behandlung von Zellen mit TcsL zur Hemmung des Raf/MEK/Erk-Signalweges 
(Herrmann et al., 1998; Just et al., 1996), des RalGEF/Ral -Signalweges (Schmidt et 
al. 1998) und des PI3K/Akt-Signalweges (Dreger et al., 2009; Voth & Ballard, 2007) 
führt.  
 
5.1 Kritische Rolle der H/K/N-Ras-Glucosylierung in TcsL-induzierter 
Apoptose 
Die Identifikation der Signalwege, die für die TcsL-induzierte Apoptose kritisch sind, 
gestaltete sich schwierig, da  TcsL ein breites Substratspektrum von Rho- und Ras-
Proteinen glucosyliert und damit inaktiviert. Dies sind H/K/N-Ras, R-Ras, M-Ras, 
Rap1,2 und RalA aus der Ras-Familie sowie Rac1, RhoG und TC10 aus der Rho-
Familie (Genth et al., 2009). Somit kann es eine Vielzahl von Signalwegen geben, 




Glucosylierung von H/K/N-Ras (nicht aber der weiteren Substratproteine) kritisch für 
die TcsL-induzierte Apoptose sind, ergab eine vergleichende Studie mit Toxin B aus 
dem varianten Clostridium difficile Serotyp F Stamm 1470 (TcdBF). TcdBF ist als 
funktionelles Hybrid aus TcdB und TcsL charakterisiert. Die Rezeptorbindedomänen 
von TcdB und TcdBF sind zu 99 % identisch (Chaves-Olarte et al., 1999). TcsL und 
TcdBF besitzen bis auf eine Ausnahme ein identisches Substratspektrum: TcsL 
glucosyliert H/K/N-Ras, während TcdBF H/K/N-Ras nicht glucosyliert  (Dreger et al., 
2009, Tab. II). Interessanterweise induzierte TcsL, nicht aber TcdBF, Apoptose in 
einer Vielzahl von Zelllinien, so dass die Glucosylierung von H/K/N-Ras als kritisch 
für die TcsL-induzierte Apoptose vorgeschlagen wurde  (Dreger et al., 2009).  
 
 
Toxin Rho-Familie Ras-Familie 
TcdB/TcdA Rac1, Cdc42, Rho(A/B/C), RhoG, TC10 - 
TcdBF Rac1, RhoG, TC10 M-Ras, R-Ras, Rap, Ral 
TcsL Rac1, RhoG, TC10 H/K/N-Ras, M-Ras, R-Ras, Rap, Ral 
 
Tab. II: Intrazellulare Substrate von TcdA/TcdB, TcdBF und TcsL 
 
5.2 Wirkung von TUDCA auf den PI3K/Akt-Signalweg 
Kürzlich verdichteten sich Hinweise, dass der H/K/N-Ras-abhängige PI3K/Akt-
Signalweg kritisch für die TcsL-induzierte Apoptose sein könnte (Voth & Ballard, 
2007; Dreger et al., 2009). Diese Arbeiten zeigten, dass in TcsL-behandelten HeLa-
Zellen und basophilen Leukämie-Zellen der Ratte (RBL-Zellen) Akt nahezu 
vollständig dephosphoryliert d.h. inaktiv vorlag. Im Rahmen dieser Studie wurde 
gezeigt, dass TcsL die Akt-Dephosphorylierung auch in Makrophagen-ähnlichen 
J774A.1-Zellen induzierte (Abb. 13). Die protektive Gallensäure TUDCA wurde in 
dieser Studie als pharmakologisches Werkzeug genutzt, um die kritische Rolle des 
PI3K/Akt-Signalweges in der TcsL-induzierten Apoptose zu charakterisieren. Von 
TUDCA ist bekannt, dass es den PI3K/Akt-Signalweg aktiviert bzw. dessen Aktivität 
erhält. Die Behandlung von J774A.1-Zellen mit TUDCA verstärkt PI3K-abhängig die 
residuale Akt-Phosphorylierung (Aktivierung) (Abb. 12). Diese PI3K-abhängige 
Aktivierung von Akt durch TUDCA wurde bereits in neuronalen Zellen und 




behandelten Zellen (d.h. H/K/N-Ras sind glucosyliert) erhält TUDCA die Aktivität des 
PI3K/Akt-Signalweges (Abb. 13) unabhängig von H/K/N-Ras.  
Die Aktivität des PI3K/Akt-Signalweges wurde weiterhin anhand der Expression des 
distalen Effektorproteins RhoB untersucht. Das pro-apoptotische Protein RhoB ist ein 
„immediate early gene“-Produkt. Die Aktivität des rhoB-Promotors und damit die 
RhoB-Expression wird durch H/K/N-Ras PI3K/Akt-abhängig unterdrückt (Jiang et al., 
2004). Daher ist der endogene RhoB-Spiegel in Serum-kultivierten Zellen sehr 
niedrig. Die Inaktivierung von H/K/N-Ras durch TcsL führt zu einer De-Supression 
des rhoB-Promotors und leitet eine verstärkte RhoB-Expression ein (Huelsenbeck   
et al., 2007b). TcsL induzierte die Expression von RhoB in J774A.1-Zellen (Abb. 14) 
und in RBL-Zellen (Dreger et al., 2009). Da TUDCA den PI3K/Akt-Signalweg distal 
der H/K/N-Ras-Glucosylierung durch TcsL aktiviert, sollte TUDCA auch die TcsL-
induzierte Expression von RhoB verhindern. Dieses wird auch beobachtet (Abb. 14). 
Die zusätzliche Behandlung mit dem PI3K-Inhibitor LY294002 führt erneut zu einer 
starken Expression von RhoB (Abb. 14), LY294002 allein induziert jedoch keine 
RhoB-Expression (Abb. 14). Somit kann die Expression von RhoB als Marker für die 
Aktivität des PI3K/Akt-Signales verwendet werden. Die Apoptose-Induktion durch 
TcsL korrelierte mit der RhoB-Expression. Über welchen Mechanismus RhoB in 
TcsL-behandelten Zellen pro-apoptotisch wirkt, bleibt zu klären. 
 
5.3 Kritische Rolle des PI3K/Akt-Signalweges in der TcsL-induzierten 
Apoptose 
TcsL induziert Apoptose in einer Vielzahl von kultivierten Zelllinien. Hierzu gehören 
myeloide Zelllinien wie HL-60 Zellen (Petit et al., 2003), RBL Zellen (Dreger et al., 
2009) oder J774A.1-Zellen (diese Studie) sowie Endothelzellen (Hippenstiel et al., 
2002), Epithelzellen und Fibroblasten (Abb. 25). In dieser Studie wurde die TcsL-
induzierte Apoptose anhand der Endpunkte Phosphatidylserinexternalisierung, 
Caspase-3 Aktivierung sowie der Reduktion der Viabilität bestimmt.  
TUDCA unterdrückt die TcsL-induzierte Apoptose in RBL Zellen (Dreger et al., 2009), 
in J774A.1 Zellen (Abb. 1-3), in HeLa Zellen sowie in NIH3T3 Fibroblasten (Abb. 25). 
Dieser „anti-apoptotische Effekt“ von TUDCA ist PI3K/Akt-abhängig, da der anti-
apoptotische Effekt sowohl durch den PI3K-Inhibitor LY294002 als auch den Akt-




auf dem TUDCA-induzierten Erhalt der PI3K/Akt-Aktivität in TcsL-behandelten 
Zellen. Dass TUDCA den anti-apoptotischen Effekt distal der H/K/N-Ras 
Glucosylierung ausübt, wird durch die Beobachtung deutlich, dass erhöhte TcsL-
Konzentrationen den anti-apoptotischen Effekt von TUDCA nicht aufheben (Abb. 2 
und 3).  
 
 
5.4 Mögliche (hemmende) Effekte von TUDCA auf die Aktivität von TcsL 
Alternativ könnte die anti-apoptotische Wirkung von TUDCA auf einer Abschwächung 
oder Hemmung der TcsL-Wirkung beruhen. Um dies auszuschließen wurde die 
Wirkung von TUDCA auf verschiedenen Ebenen der TcsL-Wirkung untersucht: 
1. Mögliche Kompetition am Toxinrezeptor: 
TcsL schleust sich mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose in die Zielzelle ein 
(„short trip“). Es ist vorstellbar, dass TUDCA die Bindung von TcsL an den (bisher 
nicht identifizierten) Toxinrezeptor kompetiert. TUDCA ist sowohl bei Vorinkubation 
als auch bei zeitgleicher Applikation mit TcsL als auch bei Hinzufügen 1 h nach TcsL-
Zusatz mit vergleichbarer Effizienz anti-apoptotisch wirksam (Abb. 6). Diese 
Beobachtung spricht gegen eine Kompetition am Toxinrezeptor.  
TcsL und TcdB zeigen eine 70 % Identität  auf Aminosäureebene; im Bereich der 
Rezeptorbindedomänen ist die Identität sogar > 90 %. TcsL und TcdB binden daher 
vermutlich an denselben Rezeptor. TUDCA besitzt keinerlei anti-apoptotische 
Wirksamkeit im Hinblick auf die TcdB-induzierte Apoptose (Abb. 15 und 16). Daher 
hemmt TUDCA die Aufnahme von TcdB (und vermutlich auch die Aufnahme von 
TcsL) nicht. Eine Hemmung der Toxinaufnahme als Ursache der anti-apoptotischen 
Wirkung von TUDCA in TcsL-behandelten Zellen ist daher unwahrscheinlich. 
2. Hemmung der Glucosyltransferase-Aktivität: 
Im zellfreien System glucosyliert TcsL die Substratproteine H-Ras und Rac1 
unabhängig von der Anwesenheit von TUDCA mit nahezu identischer Kinetik     
(Abb. 4), was eine Hemmung der Glucosyltransferaseaktivät von TcsL durch TUDCA 
direkt ausschließt. Auch in TcsL-behandelten Zellen erfolgt die Glucosylierung der 
TcsL-Substrate Rac1 und H/K/N-Ras in TUDCA-behandelten und Nicht-TUDCA-
behandelten Zellen mit vergleichbarer Kinetik (Abb. 5). Eine hemmende Wirkung auf 





Zusammengenommen schließen diese Beobachtungen sowohl die Hemmung der 
Toxinaufnahme als auch die Hemmung der Glucosyltransferaseaktivität als Ursache 
für den anti-apoptotischen Effekt von TUDCA aus. Ein weiterer Hinweis, dass 
TUDCA nicht über eine Abschwächung der TcsL-Aktivität wirkt, lässt sich aus der 
Beobachtung ableiten, dass in TcsL-behandelten Zellen die kombinierte Gabe von 
TUDCA und LY294002 zu einer vergleichbaren Effizienz der Apoptoseinduktion führt 
wie in TcsL-behandelten Zellen ohne TUDCA und LY294002-Behandlung (Abb. 9 
und 10). Schwächte die TUDCA-Behandlung die TcsL-Wirkung ab, sollte sich dies 
nicht durch LY294002 wiederherstellen lassen.     
 
5.5 Aktivierung des mitochondrialen Apoptosesignalweges durch TcsL 
Die Bcl-2-Familie umfasst die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL als auch 
pro-apoptotische Proteine wie Bad, Bax oder Bid. Die Aktivierung der pro-
apoptotischen Mitglieder bzw. die Hemmung der anti-apoptotischen Mitglieder leitet 
mitochondrial vermittelte Apoptose ein. Diese ist charakterisiert durch eine Abnahme 
des mitochondrialen Membranpotentials, der Freisetzung von Cytochrom C, der 
Aktivierung des Protease-Aktivierungsfaktor-1 (Apaf-1) und schließlich der 
Aktivierung von Caspasen (Youle & Strasser, 2008).  
Bcl-xL und Bid werden beide durch Akt reguliert. Somit sind der H/K/N-Ras/PI3K/Akt-
Signalweg und der  mitochondriale Zelltod-Signalweg miteinander verbunden. Die 
Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges durch das H/K/N-Ras-glucosylierende TcsL 
sollte somit die Aktivierung von Bcl-2 Proteinen beeinflussen. Sowohl Bcl-xL als auch 
Bid werden in TcsL-behandelten HeLa-Zellen gespalten (Voth & Ballard, 2007). Die 
Caspase-abhängige Spaltung des anti-apoptotischen Bcl-xL resultiert in einem pro-
apoptotischen Fragment, dass sich in die Mitochondrienmembran einlagern kann und 
dort zur Freisetzung von Cytochrom C führt (Voth & Ballard, 2007). Eine andere 
Studie schlägt vor, dass die Überexpression des anti-apoptotischen Bcl-2 einen 
Schutz vor TcsL-induzierter Apoptose vermittelt (Petit et al., 2003). Im Rahmen 
dieser Studie sollten die Konsequenzen der TUDCA-Wirkung auf die Aktivität der 
Bcl-2-Proteine untersucht werden. Die zelluläre Konzentration der Bcl-2-Proteine ist 
in J774A.1-Zellen und in RBL-Zellen offenbar sehr niedrig, so dass sie sich der 
Detektion mittels Westernblot-Analyse entziehen.  
Infolge der Cytochrom C-Freisetzung aus den Mitochondrien wird der apoptotische 




Caspase-9 einen Komplex, der als Apoptosom bezeichnet wird (Li et al., 1997). Die 
dadurch aktivierte Caspase-9 leitet dann die Aktivierung von Effektor-Caspasen wie 
der Caspase-3 ein, welche folgend die Apoptose exekutieren. Petit et al. zeigten, 
dass Caspase-9 und Caspase-3 sequentiell in TcsL-behandelten HL-60-Zellen 
gespalten und damit aktiviert werden (Petit et al., 2003). Im Rahmen dieser Studie 
wurde gezeigt, dass TcsL die Aktivierung der Caspase-3 in J774A.1-Zellen (Abb. 11) 
und in RBL-Zellen induziert (Dreger et al., 2009). Die Hemmung von Caspasen durch 
den Breitspektrum-Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk verhindert die Aktivierung der 
Caspase-3 und reduziert die Externalisierung von Phosphatidylserin in TcsL-
behandelten RBL Zellen (Dreger et al., 2009). Dieses unterstreicht die kritische Rolle 
der Caspasen in TcsL-induzierter Apoptose. TUDCA reduzierte PI3K/Akt-abhängig  
die TcsL-induzierte Caspase-3-Aktivierung in J774A.1-Zellen (Abb. 11). Diese 
Beobachtung bestätigt den ursächlichen Zusammenhang zwischen Apoptose und 
der Hemmung  des Ras/PI3K/Akt-Signalweg durch TcsL.  
 
5.6 Keine Hemmung TcdA/TcdB-induzierter Apoptose durch TUDCA 
TcdA und TcdB glucosylieren die Rho-Proteine RhoA/B/C, Rac1, RhoG, TC10, TCL 
und Cdc42. Neben den Ras-Proteinen glucosyliert TcsL Rac1, RhoG, TC10, TCL 
und Cdc42. TcdA und TcdB induzieren (wie TcsL) Apoptose in J774A.1-Zellen. Die 
TcdA/TcdB-induzierte Apoptose wurde mit den Endpunkten Phosphatidyl-
serinexternaliserung und der Abnahme der Aktivität zellulärer Dehydrogenasen 
bestimmt. Im Gegensatz zu TcsL ließ sich die TcdA-/TcdB-induzierte Apoptose nicht 
durch TUDCA unterdrücken (Abb. 15 und 16). Somit erhält/aktiviert TUDCA keinen 
Rho-abhängigen Signalweg, der kritisch für die TcdA-/TcdB-induzierte Apoptose ist. 
Diese Beobachtung unterstützte unsere Sicht, dass TUDCA unterhalb der H/K/N-
Ras-Glucosylierung über die Erhaltung der Aktivität des PI3K/Akt Signalweges anti-
apoptotisch wirkt. Somit unterscheidet sich der Mechanismus der TcsL-induzierten 
Apoptose von der TcdA/TcdB-induzierten Apoptose. Dies wurde von einigen 
Arbeitsgruppen bisher anders gesehen. Aufgrund der hohen Identität von TcdB und 
TcsL wurde für beide Toxine ein vergleichbarer Mechanismus der Apoptose-
Induktion angenommen (Petit et al., 2003; Mataresse et al., 2007). Dieser Vorschlag 
basiert auf der Annahme, dass die Glucosylierung von Rho/Ras-Proteinen lediglich 
für die Toxin-induzierte Aktin-Reorganisation verantwortlich ist und die Apoptose auf 




die Mitochondrien (z.B. Porenbildung u.ä.) beruht. Kürzlich erschienene Studien 
zeigen jedoch, dass die Glucosyltransferase-Aktivität der Toxine essentiell für die 
Aktin-Reorganisation als auch für die Apoptose ist (Nottrott et al., 2008; Dreger et al. 
2009).  
Während die H/K/N-Ras-Glucosylierung für die TcsL-induzierte Apoptose kritisch ist,  
ist es möglicherweise die RhoA Glucosylierung in der TcdA/TcdB-induzierten 
Apoptose. RhoA-Glucosylierung induziert (vergleichbar der H/K/N-Ras 
Glucosylierung) über einen bisher nicht-charakterisierten Signalweg die Expression 
des pro-apoptotischen RhoB (Huelsenbeck et al. 2007b). RhoB ist essentiell für die 
TcdA/TcdB-induzierte Apoptose, denn RhoB-Hemmung blockiert die Apoptose 
(Huelsenbeck et al. 2007b). Vermutlich ist die RhoB-Expression ebenso essentiell für 
die TcsL-induzierte Apoptose. Dies bleibt zu zeigen. 
 
5.7 Aktivierung der p38 MAPK durch clostridiale glucosylierende Toxine 
Aus der Literatur ist bekannt, dass Glucosylierung von Rho/Ras-Proteinen durch die 
glucosylierenden Toxine eine Aktivierung der p38 MAPK in verschiednen Zelllinien 
hervorruft (Gerhard et al., 2005; Meyer et al., 2007; Geny et al., 2009). In dieser 
Studie wurde gezeigt, dass TcsL und TcdA die p38 MAPK in J774A.1-Zellen 
aktivieren (Abb. 18). Diese Aktivierung könnte auf zwei Effekten der Toxine beruhen: 
1. Zellen reagieren auf die Hemmung wichtiger Überlebenssignalwege mit der 
Aktivierung der p38 MAPK (Kummer et al., 1997). So könnte die Glucosylierung von 
Rho/Ras-Proteinen die p38 MAPK-Aktivierung auslösen.  
2. Änderungen der Aktindynamik (ausgelöst z.B. durch Aktin-depolymerisierende 
Agentien) führen zu einer p38 MAPK-Aktivierung (Meyer et al., 2007). So könnte die 
Toxin-induzierte Aktin-Reorganisation ebenso die p38 MAPK-Aktivierung verur-
sachen. 
Die TcdA/TcsL-induzierte Phosphorylierung der p38 MAPK ist durch den p38 MAPK-
Inhibitor SB203580 hemmbar (Abb. 18). Eine Hemmung der p38 MAPK- 
Phosphorylierung durch SB203580 wird auch von anderen Arbeitsgruppen 





5.8 Pro-apoptotische  Rolle der p38 MAPK in der Apoptose clostridialer 
glucosylierender Toxine 
Eine pro-apoptotische Rolle der p38 MAPK ist in der TcdA-induzierten Apoptose 
beschrieben (Kim et al., 2005b). Wir fanden, dass sowohl die TcdA- als auch die 
TcsL-induzierte Apoptose von der Aktivität der p38 MAPK abhängt, denn SB203580 
schützte sowohl vor TcdA- als auch vor TcsL-induzierter Apoptose (Abb. 19 und 20). 
Somit wirkt die p38 MAPK sowohl in TcdA- als auch in TcsL-behandelten J774A.1-
Zellen pro-apoptotisch. Der p38 MAPK wird oftmals eine pro-apoptotische Aktivität 
zugeschrieben, da die p38 MAPK pro-apoptotische Signalwege aktiviert und 
Überlebenssignalwege unterdrückt (Porras et al., 2004). 
 
5.9 Pleiotrophe Effekte von SB203580 und TUDCA 
In dieser Studie beobachten wir, dass SB203580 eine Akt Dephosphorylierung in 
J774A.1-Zellen induziert (Abb. 24). Diese Wirkung von SB203580 wurde auch von 
anderen Gruppen in RPE (retinal pigment epithelial)-Zellen und Hepatozyten 
beobachtet (Fernandes et al., 2009; Schoemaker et al. 2004). Sie beruht vermutlich 
auf der Hemmung der Phosphoinositid-abhängigen Kinase 1 (PDK1) durch 
SB203580. Die PDK1 vermittelt PI3K-abhängig die Phosphorylierung von Akt (Lali et 
al., 2000). Diese Wirkung von SB203580 erklärt, warum SB203580 die TUDCA-
induzierte Akt-Phosphorylierung reduziert (Abb. 24). Ob der anti-apoptotische Effekt 
von TUDCA durch SB203580 aufgehoben wird, ließ sich nicht klären, da die 
Apoptose in Anwesenheit von SB203580 in jedem Fall blockiert ist. Die anti-
apoptotische Wirkung von SB203580 in TcsL-behandelten Zellen beruht somit auf 
der Hemmung der p38 MAPK. Die zusätzliche Induktion der Akt- Dephosphorylierung 
durch SB203580 ist vermutlich ohne Auswirkung, da Akt in TcsL-behandelten Zellen 
bereits dephosphoryliert ist.  
TUDCA wirkt neben der Aktivierung von PI3K/Akt auch auf die p38 MAPK. Wir 
beobachteten, dass TUDCA in unbehandelten J774A.1-Zellen die p38 MAPK 
aktiviert bzw. die TcsL-induzierte p38 Aktivierung weiter verstärkt (Abb. 23). Eine p38 
MAPK-Aktivierung durch TUDCA wird ebenfalls in Hepatozyten beobachtet 
(Schoemaker et al., 2004). Der Mechanismus der TUDCA-induzierten p38 MAPK- 
Aktivierung bleibt zu klären. TUDCA beeinflusst somit sowohl den PI3K/Akt- als auch 




behandelten Zellen beruht somit höchstwahrscheinlich auf dem Erhalt der Aktivität 
des PI3K/Akt-Signalweges. Die zusätzliche Aktivierung der p38 MAP Kinase durch 
TUDCA ist vermutlich ohne Auswirkung, da die p38 MAPK in TcsL-behandelten 
Zellen bereits stark aktiviert ist.  
 
Daher ergibt sich folgende Schlußfolgerung: 
Die Inaktivierung von H/K/N-Ras durch TcsL führt zu einer Hemmung des anti-
apoptotischen PI3K/Akt-Signalweges und zu einer De-Suppression des pro-
apoptotischen p38 MAPK-Signalweges. Daraus resultiert die Induktion von 
Apoptose. Für die Einleitung der Apoptose in TcdA/TcdB-behandelten Zellen ist 
vermutlich die Inaktivierung von RhoA kritisch. TcdA/TcdB induzieren Apoptose 
ebenfalls über eine Aktivierung der p38 MAPK, der PI3K/Akt-Signalweg ist hier 
jedoch nicht in die Apoptoseinitiation eingebunden. Die Aktivierung des PI3K/Akt-
Signalweges (nicht die Aktivierung der p38 MAPK) ist ferner für den anti-
apoptotischen Effekt von TUDCA in TcsL-behandelten Zellen kritisch. Für die anti-
apoptotische Wirkung von SB203580 ist die Hemmung der p38 MAPK (nicht die 




















Abb. 27: Kritische Signalwege in TcsL- und TcdA/TcdB-induzierter Apoptose. 
TcsL und TcdA/TcdB inaktivieren niedermolekulare GTP-bindende Proteine der Rho- und Ras-
Familie. Die Hemmung von Rho- und Ras-Proteinen leitet eine Aktivierung der p38 MAPK ein. Die 
TcsL-induzierte Inaktivierung von H/K/N-Ras führt zu einer Hemmung des PI3K/PDK1/Akt-
Signalweges. Die TcsL-induzierte Apoptose wird sowohl durch Erhaltung der PI3K/PDK1/Akt-Signal-
weitergabe als auch durch Hemmung der p38 MAPK durch SB203580 verhindert. SB203580, nicht 
aber TUDCA, schützt ebenfalls vor der TcdA/TcdB-induzierten Apoptose. Die TUDCA–induzierte 
Aktivierung der p38 MAPK ist nicht in den anti-apoptotischen Effekt von TUDCA eingebunden. Die 
SB203580-induzierte Hemmung des PI3K/PDK1/Akt-Signalweges ist nicht für die anti-apoptotische 




5.10 Möglicher Beitrag der TcsL-induzierten Apoptose in der C. sordellii- 
assoziierten Erkrankung 
Einige Clostridium sordellii-assoziierte Erkrankungen bedingen das Verbleiben von 
C. sordellii am Infektionsort (Sinave et al., 2002). Eukaryotische Wirtszellen 
reagieren auf eine bakterielle Infektion mit der Aktivierung des Immunsystems und 
der Aktivierung von phagozytierenden Zellen. Um ein Überleben am Infektionsort zu 
sichern und phagozytierenden Zellen zu entkommen, bilden viele Bakterien Virulenz-
faktoren, welche die Apoptose phagozytierender Zellen einleiten. So sezerniert 
beispielsweise Pseudomonas aeruginosa das Effektorprotein Exoenzym S, um die 
Apoptose in Makrophagen des Wirts einzuleiten (Jansson et al., 2006). TcsL könnte 
eine vergleichbare Funktion in der C. sordellii-assoziierten Erkrankung einnehmen. 
Möglicherweise erklärt dies ebenfalls, dass myeloide Zellen sensitiver gegenüber der 
TcsL-induzierten Apoptose als epitheliale oder endotheliale Zellen sind (Petit et al., 
2003).  Der Verlust der Phagozytose könnte weiterhin mit dem Auftreten starker 
Nekrosen am Infektionsort assoziiert sein. Abgestorbene Zellen verbleiben am 
Infektionsort und setzen Faktoren frei, die zu einer weiteren Aktivierung des 
Immunsystems beitragen. Dieses bedingt die Entstehung von Nekrosen, da die 
Aktivität phagozytierender Zellen blockiert ist.  
Eine Vielzahl von Erkrankungen wird mit fehlregulierter Apoptose in Verbindung 
gebracht. Überschießende Apoptose kann in der Depletion von T-Zellen, in 
neurodegenerativen Erkrankungen sowie in degenerativen Lebererkrankungen 
resultieren. Aufgrund seiner anti-apoptotischen Wirkung laufen klinische Studien, um 
einen möglichen Einsatz von TUDCA als Modulator Apoptose-assoziierter 
Erkrankungen zu erforschen. TUDCA ist ein (in den USA) zugelassenes Pharmakon, 
das bei biliärer Zyrrhose, sklerosierender Cholangitis und anderen cholestatischen 
Krankheiten eingesetzt wird (Solá et al., 2007). Auch die Behandlung 
neurodegenerativer Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson oder der Chorea 
Huntington mit TUDCA wird derzeit untersucht (Ramalho et al., 2007; Solá et al., 
2007; Duan et al., 2002). Unter der Annahme, dass TcsL-induzierter Zelltod zum 
Krankheitsbild der C. sordellii-assozierten Erkrankungen beiträgt, könnte TUDCA zur 

















Verbreitung von C. sordellii
TUDCA TUDCA
Inaktivierung von Rac1Inaktivierung von H/K/N-Ras
 
 
Abb. 28: Modell zur Wirkung von TcsL in C. sordellii-assoziierten Erkrankungen. 
TcsL induziert eine Reorganisation des Aktinzytoskeletts und leitet Apoptose ein. Apoptose bedingt 
einen Verlust der Phagozytose des Wirtes und sichert dadurch ein Überleben von C. sordellii am 
Infektionsort. Der zytopathische Effekt resultiert in einem Verlust der epithelialen/epidermalen 





Wirkung von TUDCA auf die TcsL-induzierte Aktinreorganisation  
 
Während die H/K/N-Ras-Glucosylierung kritisch für die TcsL-induzierte Apoptose ist, 
ist vermutlich die Rac1-Glucosylierung kritisch für die TcsL-induzierte Aktin-
Reorganisation und Zellabrundung (Halabi-Cabezon et al., 2008). Die Aktivität von 
Rac1 wird u.a. PI3K/ Dock180/ELMO-abhängig reguliert (Disanza et al., 2005). 
Weiterhin wird die Rac1-Aktivität durch die Akt-abhängige Phosphorylierung an Ser-
71 beeinflusst (Kwon et al., 2000). Wir beobachteten, dass die TUDCA-Behandlung 
die TcsL-induzierte Zellabrundung reduzierte (Abb. 25 und 26). Die TUDCA-
induzierte Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges besitzt somit nicht nur 
Auswirkungen auf die TcsL-induzierte Apoptose sondern auch auf die TcsL-
induzierte Aktin-Reorganisation. Die Zerstörung der intestinalen Barrierefunktion, die 
auf der TcsL-induzierten Aktin-Reorganisation beruht, ist ein weiterer wichtiger 
Aspekt C. sordellii-assoziierter Erkrankungen     (Abb. 28; Boehm et al., 2006). TcsL 
induziert einen Verlust der Adhärenz-Verbindungen zwischen benachbarten Zellen 
und erhöht die epitheliale Permeabilität. Dieses könnte die Entstehung der Diarrhoe 
bei C. sordellii-assoziierter Enteritis in Nutztieren erklären. Die Untersuchung der 





















°C  Grad Celsius 
Abb. Abbildung 
Apaf-1 Protease-Aktivierungsfaktor-1  
Asp Asparagin 
ATP Adenosintriphosphat 
Bad "Bcl-2-Antagonist of Cell Death" 
Bax "Bcl-2–associated X protein" 
Bcl "B-cell lymphoma"  




Caspase Cystein-Aspartat-spezifische Protease 
Cdc42 "cell division cycle 42" 
CGT Clostridiale glucosylierende Toxine 
CROP „combined repetitive oligopeptide“ 
Cys Cystein 
d.h. das heißt 
Da Dalton 
DHC-Motiv Aminosäure-Motiv  
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DXD-Motiv Aminosäure-Motiv  
EGF Epidermaler Wachstumsfaktor 
ER Endoplasmatisches Retikulum  
ERK „extracellular signal-regulated kinase“ 
et al. und andere 
FCS Fetales Kälber Serum 
g Gramm 









G-Protein gekoppelter Gallensäurerezeptor-1 






HeLa-Zellen Humane Epithelzelllinie eines Zervixcarcinoms 
His Histidin 
InsP6 Inositolhexaphosphat 
J774A.1-Zellen Makrophagen-ähnliche Zelllinie der Maus 






Mab Monoklonaler Antikörper 
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase 
MAPKAP MAPK-aktivierte Proteinkinase  
MAPKKK MAPK Kinase Kinase 
min Minute 
MK MAPK-aktivierte Proteinkinase  
NFkappaB "nuclear factor of activated B-cells" 
NIH 3T3 Fibroblasten Embryonale Fibroblastenzelllinie der Maus 
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS Phosphat-gepufferte Saline 
PDK1 Phosphoinositid-abhängige Kinase 1  
pH pH-Wert (negativer dekadischer Logarithmus der 
 Wasserstoffionen-Konzentration) 
PI(3,4,5)P3 Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat  
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase 
psi Druckeinheit ("pound per square inch") 




Ran "Ras-related nuclear protein" 
Ras  "Rat sarcoma" 
RBD Rezeptorbindedomäne 
RBL-Zellen Basophile Leukämiezelllinie der Ratte 
Rho  Ras homologes Protein 
ROS Reaktive Sauerstoffspezies  
RPE Retinal Pigment epitheliale Zellen  
rpm Umdrehung pro Minute 
RPMI Zellkulturmedium ("Roswell Park Memorial Institute") 
SB203580 p38 MAPK-Inhibitor 
SDS Natriumdodecylsufat 
Tab. Tabelle 
TBST Tris-gepufferte Saline mit Tween 20 
TcdA Toxin A (Clostridium difficile) 
TcdB Toxin B (Clostridium difficile) 
TcdBF Toxin B Serotyp F (Clostridium difficile) 
TcsH Hämorrhagisches Toxin (Clostridium sordellii) 
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